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Virus HSRVl et agent pathogene et/ou infectant MSRV2 
associes a la sclerose en plaques, leurs constituants 
nucleigues et leur applications 

La Sclerose en Plaques (SEP) est une maladie 
demyelinisante du systeme .nerveux central (SNC) dont la 
cause reste encore inconnue. 

De nombreux travaux ont etaye l 1 hypothese d'une 
5 etiologie virale de la maladie, ma is aucun des virus 
connus testes ne s*est avere etre 1' agent: causal 
recherche: tine revue des virus recherches depuis des 
annees dans la SEP a ete faite par E. Norrby (X) et R.T. 
Johnson (2). 

10 Para 1 lelement , la possibility d'un facteur 

exogene et/ou infectieux est suggeree par 1 • existence 
d'epidemies localisees ou "clusters" de SEP, comme ce qui 
a ete observe dans les lies Feroes entre 1943 et 1960 (3) # 
en Sardaigne (4), en Norvege (5), ainsi que par les etudes 

15 sur les populations migrantes (€)• Parmi tous les facteurs 
exogenes suggexres, les virus ont ete etudi&s le plus 
souvent et une etiologie virale est classiquement evoquee. 

L v observation, dans la SEP, de phenomenes 
assimilables .a une reaction d'auto-immunite a conduit & 

20 une hypothese etiologique auto-immune "essentielle" (7 et 
8) • Cependant, cette auto-immunit§ dirigee centre certains 
composants du SNC s'est revelee peu specif igue de la SEP 
et freguente dans les inflammations du SNC, associees ou 
non & une infection (9, 10, n et 12) . De plus, aucune des 

25 therapeutiques immuno-suppressives n'a permis d'obtenir 
des resultats decisifs contre la SEP (13), II sexable 
maintenant probable que les manifestations "auto-immunes" 
sont induites par un mecanisme d'origine virale : co- 
sensibilisation a des determinants viraux associes a des 

30 molecules d f origine cellulaire, phenomenes de miraetisroe 
moleculaire, (14) ou par expression de superantigenes 
retroviraux (IS) . 

Des travaux ont etaye une hypothese selon 
laquelle un retrovirus serait a I'origine de la maladie: 

35 la decouverte recente (16) de syndromes neurologiques 
associes au virus HTLV-I, connu a I'origine comme agent de 
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leuc&nies T de l'adulte, a conduit de nombreux auteurs 
(17, 18, 19, 20, 21 22, 23) a rechercher une implication * 
de ce retrovirus humain dans la SEP, cependant sans succ&s ) 
ou avec des resultats §voquant des reactions croisees. * 
5 Recemment, un retrovirus, different des 

retrovirus humains connus a ete isole chez des patients 
atteints de SEP (24, 25 et 26). Les auteurs ont aussi pu 
montrer que ce retrovirus pouvait §tre transmis in "vitro, 
que des patients atteints de SEP produisaient des 

10 anticorps susceptibles de reconnaitre des proteines 
associees a l 1 infection des cellules leptomeningees par ce 
retrovirus, et que 1' expression de ce dernier pouvait etre 
fortement stimulee par les genes immediats-prScoces de 
certains herpesvirus (27). 

15 Tous ces resultats plaident en faveur du role 

dans la SEP d'au moins un retrovirus inconnu ou d'un virus 
ayant une activite transcriptase inverse detectable selon 
la methode publiee par H. Perron (24) et qualifiSe 
d' activity "RT de type LM7". Le contenu de la publication 

20 identifiee par (24) est incorpore a la prfesente 
description, par reference. 

Recemment, les travaux de la Demanderesse ont 
permis d'obtenir deux lignees continues de cellules 
infectees par des isolats naturels provenant de deux 

25 patients diff ferents atteints de SEP, par un procede de 
culture tel que decrit dans le document WO-A-9320188 , dont 
le contenu est incorpor6 par reference a la presente 
description. Ces deux lignees derivees de cellules de 
plexus-choroides humains, denommees LM7PC et PLI-2 ont et6 

30 deposees a l'E.C.A.C.C. respectivernent le 22 juillet 1992 H 
et le 8 janvier 1993, sous les num§ros 92072201 et L 
93010817, conformement aux dispositions du traite de 
Budapest. Par ailleurs, les isolats viraux poss§dant une 
activite RT de type LM7 ont egalement ete deposes a 

35 l'E.C.A.C.C. sous la denomination globale de "souches" . La 
"souche" ou isolat heberge par la lignee PLI-2, d^nommee 
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POL-2, a ete deposfee le 22 juillet 1992 sous le 
n° V92072202. La ''souche" ou isolat heberge par la lignee 
LM7PC, denommee MS7PG, a ete deposee le 8 janvier 1993 
sous le n° V93010816. 
5 A partir des cultures et des isolats precites, 

caracterises par des criteres biologiques et 
morphologiques, on s'est ensuite attache a caracteriser le 
materiel nucleique associe aux particules virales 
produites dans ces cultures • 
10 Ainsi, les objets de l 1 invention sont les 

suivants: 

(i) en tant que materiel biologique, la 
composition comprenant deux agents pathogenes et/ou 
infectants, & I'etat isole ou purifie, associes a la 

15 sclerose en plaques, a savoir, un premier agent qui 
consiste en un virus humain, possedant une activity 
transcriptase inverse, et apparente a une famille 
d 1 elements retroviraux endogenes, ou un variant dudit 
virus, et un second agent, ou un variant dudit second 

20 agent, ces deux agents pathogenes et/ou infectants fetant 
issus d'une m§me souche virale choisie parmi les souches 
denommees respectivement POL-2, deposee le 22.07,1992 
aupres de I'ECACC sous le num£ro d'acces V92072202, et 
MS7PG deposee le 08.01.93 aupres de l'ECACC sous le num§ro 

25 d'acces V9301O816, et parmi leurs souches variantes, 

(ii) en tant que materiel biologique, la 
composition comprenant deux agents pathogenes et/ou 
infectants, a I'etat isole ou purifi§, associes a la 
sclerose en plaques, a savoir, un premier agent consistant 

30 en un virus humain possedant une activite transcriptase 
inverse, et apparente a une famille d' elements rfetroviraux 
endogenes, ou un variant dudit virus, et un second agent, 
ou un variant dudit second agent, ces deux agents 
pathogenes et/ou infectants etant produits par une meme 

35 lignee cellulaire choisie parmi les lignees denommees 
respectivement PLI-2 deposee le 22.07.1992 auprds de 
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l'ECACC sous le numero d'acces 92 072201, et LM7PC deposee 
le 08.01.93 aupres de l'ECACC sous le numero d'acces 
93010817, et par toutes cultures cellulaires infectees 
susceptibles de produire au moins l'un ou 1' autre des 

5 agents pathogenes et/ou infectants, et/ou leurs variants, 

(iii) la composition comprenant deux agents 
pathogenes et/ou infectants, a I'etat isoie ou purifie, k 
savoir un premier agent consistant en un virus, ou un 
variant dudit virus, dont le genome comprend une sequence 

10 nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, 
SEQ ID N03, SEQ ID N04 , SEQ ID N05, SEQ ID N06, 

SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09 , leurs sequences 
complementaires, et leurs sequences equivalentes, 
notamment les sequences nucleotidiques presentant, pour 

15 toute suite de 100 monomeres contigus, au moins 50 % et 
preferentiellement au moins 70 % d'homologie avec une 
sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01, 
SEQ ID N02, SEQ ID N03 , SEQ ID N04 , SEQ ID N05 f 

SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs 

20 sequences complementaires, et un second agent pathogene 
et/ou infectant, dont le genome comprend une sequence 
nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, et 
SEQ ID N012, leurs sequences complementaires, et leurs 
sequences equivalentes, notamment les sequences 

25 nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 
monomeres contigus, au moins 70 % et preferentiellement au 
moins 90 % d'homologie avec une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, et SEQ ID N012, et 
leurs sequences complementaires, 

30 (iv) un procede de detection d'un premier agent 

pathogene et/ou infectant, et/ou d"un second agent 
pathogene et/ou infectant, associes a la sclerose en 
plaques, caract§ris§ en ce qu'on met en oeuvre au moins un 
fragment nucleique, a savoir un premier fragment dont la 

35 sequence nucleotidique comprend une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
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SEQ ID N04, SEQ ID N05 , SEQ ID N06, SEQ ID N07 , 

SEQ ID N08, SEQ ID N09, leurs sequences complementaires, 
et leurs sequences gquivalentes, notammment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 
5 monomeres contigus, au moins 50 % et de preference au 
moins 70 % d'homologie avec une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, 

SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs sequences 

10 complementaires, et/ou un second fragment dont la sequence 
nucleotidique comprend une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, leurs 
sequences complementaires, et leurs sequences 
equivalentes, notammment les sequences nucleotidiques 

15 presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus, au 
moins 70 % et de preference au moins 90 % d'homologie avec 
une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, 
SEQ ID N011, SEQ ID N012, et leurs sequences 

complementaires, chacun desdits fragments §tant notamment 

20 une sonde, 

(v) une composition diagnostique, prophylactique : 
ou therapeutique, caracterisee en ce qu'elle comprend au 
moins un fragment nucleique, 3 savoir un premier fragment 
nucleique dont la sequence nucleotidique comprend une 

25 sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01, 
SEQ ID N02, SEQ ID N03 , SEQ ID N04, SEQ ID N05, 

SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08, SEQ ID N09 , leurs 
sequences compl§mentaires, et les sequences equivalentes, 
notammment une sequence nucleotidique presentant, pour 

30 toute suite de 100 monomeres contigus, au moins 50 % et de 
preference au moins 70 % d'homologie avec une s§quence 
nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, 
SEQ ID N03, SEQ ID N04 , SEQ ID N05, SEQ ID N06, 

SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09 , et leurs sequences 

35 complementaires, et/ou un second fragment nucleique dont 
la m sequence nucleotidique comprend une sequence 
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nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, 
SEQ ID N012 f leurs sequences complementaires, et les * 
sequences equivalentes, notammment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 «• 
5 monomeres contigus, au mo ins 70 % et de preference au 
moins 90 % d"homologie avec une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, et 
leurs sequences complementaires, 

(vi) un precede pour detecter et/ou identifier 

10 une association d 1 agents pathologiques et/ou infectants, 
associes a la sclerose en plaques, dans un echantillon 
biologique, caracterise en ce qu'on met en contact un ARN 
et/ou un ADN presume appartenir a au moins un dit agent 
pathologique et/ou infectant, et/ou leur ARN et/ou ADN 

15 complement a ire, avec une composition comprenant un premier 
fragment nucleotidique et un second fragment 
nucleotidique, la sequence nucleotidique dudit premier 
fragment comprenant une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, 

20 SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08, 

SEQ ID N09, leurs sequences compl Omenta ires, et leurs 
sequences equivalentes, notammment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite ■ de 100 
monomeres contigus, au moins 50 % et de preference au 

25 moins 70 % d'homologie avec une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, 

SEQ ID N08, SEQ ID N09 , et leurs sequences 

complementaires, et la sequence nucleotidique dudit second 

30 fragment comprenant une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, leurs 
sequences complementaires, et leurs sequences 
equivalentes, notammment les sequences nucleotidiques 
presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus, au 

35 moins 70 % et de preference au moins 90 % d'homologie avec 
une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, 
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SEQ ID NOll, SEQ ID NO 12, et leurs sequences 

complementaires , 

(vii) un procede de detection dans un echanti^igp 
biologique d'un premier agent pathologique et/ou 

5 infectant, et/ou d'un second agent pathologique et/ou 
infectant, associes a la sclerose en plaques, caracterise 
en ce qu'on met en oeuvre une composition comprenant un 
premier polypeptide code de maniere partielle ou totale 
par le premier fragment nucleotidique defini en (vi) , 
10 et/ou un second polypeptide code de maniere partielle ou 
totale par le deuxieme fragment nucleotidique 6galement 
defini en (vi) , 

(viii) une composition diagnostique, 
prophylactique ou therapeutique, caracterisee en ce 

15 qu'elle comprend le premier polypeptide et/ou le second 
polypeptide, definis en (vii) precedent, ou en ce qu'elle 
comprend un premier ligand, notamment anticorps, 
spScifique dudit premier polypeptide, et/ou un second 
ligand, notamment anticorps, specif ique dudit second 

20 polypeptide, 

(ix) une lignee cellulaire, denommee PLI-2, telle 
que deposee le 22.07.1992, aupres de l'ECACC sous le 
numero d'acces 92072201, ou toute lignee cellulaire 
derivee, ou toute progeniture de cette lignee, pour autant 

25 que ces lignees et progenitures soient capables de 
produire un anticorps obtenu a partir de la dite lignee 
PLI-2, ou tout autre anticorps presentant une reaction 
immunologique croisee avec ledit anticorps, 

(x) une souche virale, denommee POL-2 telle que 
30 d§posee le 22.07.1992, aupres de 1»ECACC sous le numero 

d'acces V92072202-, ou toute souche derivee, ou toute 
prog&niture de cette souche, pour autant que ces souches 
et progenitures soient capables de produire un antigene 
obtenu S partir de la dite souche POL-2, ou tout autre 
35 antigene presentant une reaction immunologique croisee 
avec ledit antigene, 
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(xi) une lignee cellulaire, denommee LM7PC, telle 
que deposee le 08.01.1993, aupres de l'ECACC sous le 
numero d'acces 93010817, ou toute lignfee cellulaire 
derivee, ou toute progeniture de cette lignee, pour autant 

5 que ces lignees et progenitures soient capables de 
produire un anticorps obtenu a partir de la dite lignee 
LM7PC, ou tout autre anticorps presentant une reaction 
immunologique croisee avec ledit anticorps, 

(xii) une souche virale, denommee MS7PG, telle 
10 que deposee le 08.01.1993, aupres de l'ECACC sous le 

numero d'acces V93010816, ou toute souche d€riv%e, ou 
toute progeniture de cette souche, pour autant que ces 
souches et progenitures soient capables de produire un 
antigene obtenu a partir de la dite souche MS7PG, ou tout 
15 autre antigene presentant une reaction immunologique 
croisee avec ledit antigene, 

(xiii) en tant que materiel biologique, et a 
l'etat purifie ou isole, un materiel viral, possedant une 
activite transcriptase inverse, associe 5 une famille 

20 d' elements retroviraux endogenes, et associe a la sclerose 
en plaques, issu d'une souche virale possedant une 
activite transcriptase inverse, choisie parmi l'une 
quelconque des souches POL-2 et MS7PG pr6cit6es, et les 
souches variantes consistant en des virus comprenant au 

25 moins un antigene qui est reconnu par au moins un 
anticorps dirige contre au moins un antigene correspondant 
de l'un ou 1' autre des virus desdites souches virales, 

(xiv) en tant que materiel biologique,' et a 
l'etat purifie ou isole, un materiel viral possedant une 

30 activite transcriptase inverse, associe a une famille 
d» Elements retroviraux endogenes, associe a la sclerose en 
plaques, produit par l'une quelconque des lign§es 
cellulaires PLI-2 et LM7PC, ou par toute culture 
cellulaire infectee susceptible de produire un virus 

35 comprenant au moins un antigene qui est reconnu par au 
moins un anticorps dirige contre au moins un antigene 
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correspondant de I'un ou 1' autre des virus produits par 
lesdites lignees PLI-2, 

(xv) un materiel viral caracterise en ce que son 
genome comprend une sequence nucleotidique choisie parmi 

5 SEQ ID N01, SEQ ID N02 , SEQ ID N03, SEQ ID N04, 
SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08, 

SEQ ID N09, leurs sequences complementaires, et leurs 
sequences equivalentes, notamment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 

10 monomeres contigus, au moins 50 % et preferentiel lenient au 
moins 70 % d'homologie avec une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, 

SEQ ID N08, SEQ ID N09 , et leurs sequences 

15 compliment a ires, 

(xvi) un materiel retroviral, associe a la 
sclerose en plaques, caracterise en ce que le gene pol de 
son genome comprend une sequence nucleotidique 
equivalente, et notamment presentant au moins 50 % 

20 d'homologie, de preference au moins 65%, avec une sequence 
nucleotidique appartenant au gene pol du genome du 
retrovirus ERV-9 ou HSERV-9, 

(xvii) un materiel retroviral associe a la 
sclerose en plaques, caracterise en ce que le gene pol de 

25 son g£nome code pour une sequence peptidique presentant au 
moins 50 %, et de preference au moins 70 % d'homologie 
avec une sequence peptidique codee par le gfene pol du 
genome du retrovirus ERV-9 ou HSERV-9, 

(xviii) un materiel retroviral associe a la 
30 sclerose en plaques, caracterise en ce que le gene pol de 

son genome code pour une sequence peptidique presentant, 
pour toute suite contigue d'au moins 30 acides amines, au 
moins 50 % et de preference au moins 70 % d'homologie avec 
une sequence peptidique codee par une sequence 
35 nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, 
SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, 
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SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs sequences 
complementaires , 

{xix) un fragment nucleotidique, dont la sequence 
nucleotidique comprend une sequence nucleotidique choisie 
5 parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03 f SEQ ID N04 , 
SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08 f 

SEQ ID N09, leurs sequences complementaires, et leurs 
sequences equivalentes, notamment les sequences 
nucl^otidiques presentant, pour toute suite de 100 

10 monomeres contigus, au moins 50%, et de preference au 
moins 70% d'homologie, avec une sequence choisie parmi 
SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03 , SEQ ID N04 , 

SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08, 

SEQ ID N09, et leurs sequences complementaires, 

15 (xx) une amorce specif ique pour 1 Amplification 

par polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un materiel 
viral decrit ci-dessus, caracterisee en ce qu'elle 
comprend une sequence nucleotidique identique ou 
equivalente a au moins une partie de la sequence 

20 nucleotidique d'un fragment decrit en (xix) , notamment une 
sequence nucleotidique presentant, pour toute suite de 10 
monomeres contigus, au moins 70% d'homologie avec au moins 
une partie dudit fragment; une amorce pref Srentielle de 
1' invention comprend une sequence nucleotidique choisie 

25 parmi SEQ ID N016 f SEQ ID N017, SEQ ID N018, SEQ ID N019, 
SEQ ID N020, SEQ ID N021, SEQ ID N022, SEQ ID N023, 
SEQ ID N024, SEQ ID N025, SEQ ID N026, SEQ ID N031, 
SEQ ID N032, SEQ ID N033, et leurs sequences 

complementaires , 

30 (xxi) une sonde susceptible de s'hybrider 

specif iquement avec un ARN ou un ADN d'un materiel viral 
decrit ci-dessus, caracteris§e ce qu'elle comprend une 
sequence nucleotidique identique ou §quivalente S au mollis 
une partie de la sequence nucleotidique d'un fragment 

35 decrit en (xix), notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au 
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moins 70% d'homologie avec au moins une partl#-\£wttt 
fragment ; une sonde pref erentielle selon 1 ' invention 
comprend une sequence nucl§otidique choisie parmi 
SEQ ID N03, SEQ ID N04 , SEQ ID N05, SEQ ID N06, 

5 SEQ ID N07, SEQ ID N016, SEQ ID N017 , SEQ ID N018, 
SEQ ID N019, SEQ ID N020, SEQ ID N021, SEQ ID N022, 
SEQ ID N023, SEQ ID N024, SEQ ID N025, SEQ ID N026, 
SEQ ID N031, SEQ ID N032, SEQ ID N033, et leurs sequences 
complement a ires , 

10 (xxii) l'utilisation d'une sonde decrite en 

(xxi), ou d'une amorce d§crite en (xx) , pour d£tecter, 
separer ou identifier, dans un echantillon biologique, un 
materiel viral defini ci-dessus, 

(xxiii) un procede pour detecter, separer ou 

15 identifier, dans un echantillon biologigue, le mat§tiel 
viral defini ci-dessus, caracterise en ce qu'on met en 
contact un ARN et/ou un ADN pr§sum6 appartenir audit 
virus, et/ou leur ADN et/ou ARN complement a ire, avec au 
moins une sonde decrite en (xxi) ; selon une mise en oeuvre 

20 avantageuse, avant de mettre en contact l'ARN et/ou l 1 ADN 
ou leur ADN et/ou ARN complementaire, avec la sonde, on 
hybride ledit ARN et/ou ledit ADN avec au moins une amorce 
d' amplification decrite en (xx) , et on amplifie ledit ARN 
et/ou ADN, 

25 (xxiv) un proc6de pour quantifier, dans un 

echantillon biologique, 1' expression d'un materiel viral, 
associfi k la sclerose en plaques, defini prec§demment, 
caracterise en ce qu'on met en contact un ARN et/ou un ADN 
specif ique audit virus et/ou leur ADN et/ou ARN 

30 complementaires, avec au moins une sonde decrite en (xxi) , 
Sventuellement on amplifie, et on detecte ledit ARN et/ou 
ADN, 

(xxv) en tant que materiel biologique, et a 
l'etat isole ou purifie, un agent pathogene et/ou 
35 infectant, different du materiel viral selon (xiii) , ou 
(xiv) ou (xv) ou (xvi) ou (xvii) ou (xix) , associe a la 
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sclerose en plagues, issu de l'une quelconque des souches 
virales POL-2 et MS7PG precitees, et les souches variantes 
consistant en des agents pathog&nes et/ou infectants 
comprenant au moins un antigene qui est reconnu par au 
5 moins un anticorps dirige contre au moins un antigene 
correspondant de l'un ou 1' autre des agents pathogenes 
et/ou infectants desdites souches virales, respect ivement 
differents de l f un ou 1' autre materiel viral desdites 
souches, 

10 (xxvi) en tant que materiel biologique, et a 

l'fetat isole ou purifi§, un agent pathogene et/ou 
infectant, different du materiel viral selon (xiii) , ou 
(xiv) ou (xv) ou (xvi) ou (xvii) ou (xix) , associe a la 
sclerose en plaques, produit par l'une quelconque des 
lignees cellulaires PLI-2 et LM7PC precitees, et toutes 
les cultures cellulaires infectees susceptibles de 
produire un agent pathogene et/ou infectant comprenant au 
moins un antigene qui est reconnu par au moins un 
anticorps dirige contre au moins un antigene correspondant 
de l f un ou 1" autre des agents pathogenes et/ou infectants 
produits par lesdites lignees PLI-2 et LM7PC, 
respect ivement differents de l'un ou 1" autre materiel 
viral desdites souches, 

(xxvii) un agent pathogene et/ou infectant 
caract6ris§ en ce qu'il comprend un acide nucleique 
comprenant une sequence nucleotidique choisie parmi 
SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, leurs sequences 
complementaires, et leurs sequences equivalentes, 
notamment les sequences nucl§otidiques, presentant au 
moins 70 % et pref erentiellement au moins 90 % d'homologie 
avec une sequence nucleotidique comprenant une sequence 
choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012 et 
leurs sequences complementaires, 

(xxviii) un fragment nucleotidique, caracterisS 
en ce qu'il comprend une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, leurs 
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sequences complementaires, et leurs sequences 
£quivalentes, notamment les sequences nucl^otidiques 
presentant, pour toute suite de 100 monomer es contigus, au 
moins 70%, et de preference au moins 90% d'homologie, avec 
5 une sequence choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, 
SEQ ID N012, et leurs sequences complementaires, 

(xxix) une amorce specif ique pour 1 'amplification 
par polymerisation d»un ARN ou d'un ADN d'un agent 
pathogdne et/ou infectant d§fini en (xxv) , ou (xxvi) ou 

10 (xxvii) , caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence 
nucleotidique identique ou equivalente a au moins une 
partie de la sequence nucleotidique d'un fragment decrit 
en (xxviii) , notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au 

15 moins 90% d'homologie avec au moins une partie dudit 
fragment; une amorce pr§f erentielle selon l 1 invention 
comprend une sequence nucleotidique choisie parmi 
SEQ ID N013, SEQ ID N014 , SEQ ID N015, SEQ ID N027, 
SEQ ID N028, SEQ ID N029, SEQ ID N030, SEQ ID N034, 

20 SEQ ID N035, SEQ ID N036, SEQ ID N037, et leurs sequences 
complementaires , 

(xxx) une sonde susceptible de s'hybrider 
specif iquement avec un ARN ou un ADN d'un agent pathogfene 
et/ou infectant defini en (xxv), ou (xxvi) ou (xxvii), 

25 caracterisee ce qu'elle comprend une sequence 
nucleotidique identique ou equivalente a au moins une 
partie de la sequence nucleotidique d'un fragment d§crit 
en (xxviii) , notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au 

30 moins 90% d'homologie avec au moins une partie dudit 
fragment; une sonde pr§f erentielle selon l 1 invention 
comprend une sequence nucleotidique choisie parmi 
SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N013, SEQ 10. N014, 
SEQ ID N015, SEQ ID N027, SEQ ID N028, SEQ ID N029, 

35 SEQ ID N030, SEQ ID N034, SEQ ID N035, SEQ ID N036, 
SEQ ID N037, et leurs sequences complementaires, 
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(xxxi) 1 'utilisation d'une sonde decrite en 
(xxx), et/ou d'une amorce decrite en (xxix) , pour detecter 
et/ou identifier, dans un echantillon biologique, un agent 
pathologique et/ou infectant def ini en (xxv) , ou (xxvi) ou 

5 (xxvii) , 

(xxxii) un procede pour detecter, separer ou 
identifier, dans un echantillon biologique, 1' agent 
pathogene et/ou infectant def ini en (xxv) , ou (xxvi) ou 
(xxvii), caracterise en ce qu'on met en contact un ARN 

10 et/ou un ADN presume appartenir audit agent, et/ou leur J; 
ADN et/ou ARN complementaires , avec au moins une sonde 
decrite en (xxx) ; selon une mise en oeuvre avantageuse, 
avant de mettre en contact 1 'ARN et/ou 1 'ADN ou leur ADN 
et/ou ARN complementaire, avec la sonde, on hybride ledit 

15 ARN et/ou ledit ADN avec au moins une amorce 
d 1 amplification decrite en (xxxi), et on amplifie ledit 
ARN et/ou ADN, 

(xxxiii) un procede pour quantifier, dans un 
Echantillon biologique, l 1 expression d'un agent infectant 

20 et/ou pathogene associe & la sclerose en plaques, def ini 
en (xxv), ou (xxvi) ou (xxvii), caracteris§ en ce qu'on 
met en contact un ARN et/ou un ADN specif ique audit agent 
et/ou leur ADN et/ou ARN complementaires, avec au moins 
une sonde decrite en (xxx) , et on amplifie ledit ARN et/ou 

25 ADN, 

(xxxiv) une composition diagnostique, 
prophylactique ou therapeutique, notamment pour inhiber 
1' expression d'au moins un agent pathogene et/ou infectant 
associe a la sclerose en plaques, caracterisee en ce 

30 qu'elle comprend au moins une sonde decrite en (xxi) , ou 
une sonde decrite en (xxx) , et/ou au moins une amorce 
dicrite en (xx) ou une amorce decrite en (xxix) , 

(xxxv) un ARN ou ADN, et notamment . vecteur de 
replication, comprenant un fragment decrit en (xix) ou un 

35 fragment d§crit en (xxviii) , 
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(xxxvi) un polypeptide, ayant au moins 5, et de 
preference 10 acides amines, code par toute sequence 
nucl£otidique du genome d'un virus associe a la sclerose 
en plaques, caracterise en ce qu'il est code par au moins 

5 une partie d'un fragment nucleotidique decrit en (xix) ou 
un fragment decrit en (xxviii) , 

(xxxvii) une composition diagnostique, et/ou 
therapeutique et/ou prophylactique, caractferisee eh ce 
qu'elle comprend au moins un polypeptide defini en 

10 (xxxvi), ou en ce qu'elle comprend un ligand, notamment 
anticorps, specif ique d'au moins undit polypeptide, 

Avant de detainer 1' invention, differents termes 
utilises dans la description et les revendications sont S 
present definis : 

15 - par souche ou isolat, on entend toute fraction 

biologique infectante et/ou pathogene, contenant par 
exemple des virus et/ou des bacteries et/ou des parasites, 
et generant un pouvoir pathogene et/ou antigenique, 
hebergee par une culture ou un hote vivant ; a titre 

20 d 1 exemple; une souche virale selon la definition 
precedente peut contenir un agent co-inf ectant, , par 
exemple un protiste pathogene, 

- le terme "MSRV" utilise dans la presente 
description designe tout agent pathogene et/ou infectant, 

25 associe a la sclerose en plaques, notamment une espece 
virale, les souches attenuees de ladite espece virale, ou 
les particules defectives interf erentes derivees de cette 
espece. II est connu que les virus et particulierement les 
virus contenant de l'ARN ont une variability, consecutive 

30 notamment a des taux relativement eleves de mutation 
spontanee (28), dont il sera tenu compte ci-apres pour 
definir la notion d 1 equivalence, 

- par virus humain, on entend -un virus 
susceptible d'infecter l'etre humain, # J." :r "" 

35 - compte tenu de toutes les variations naturelles 

ou induites, pouvant etre rencontrees dans la pratique de 
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la presente invention, les objets de cette dernifere, 
d§finis ci-dessus et dans les revendications, ont ete 
exprimes en comprenant les Equivalents ou derives des 
differents materiels biologiques definis ci-aprfes, 
5 notamment des sequences homologues nucleotidiques ou 
peptidiques, 



et/ou infectant selon 1' invention, comprend au moins un 
antigene reconnu par au moins un anticorps dirige contre 

10 au moins un antigene correspondant dudit virus et/ou dudit 
agent pathogene et/ou infectant, et/ou un genome dont 
toute partie est detectee par au moins une sonde 
d' hybridation, et/ou au moins une amorce d' amplification 
nucleotidique specif ique dudit virus et/ou agent pathogene 

15 et/ou infectant, corome par exemple eel les ayant une 
sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N013, a 
SEQ ID N038, et leurs sequences compl6mentaires, dans des 
conditions d 1 hybridation determinees bien connues de 
l^omme de l'art, 

20 - selon 1' invention, un fragment nucleotidique ou 

un oligonucleotide ou un polynucleotide est un 
enchainement de monomeres, ou un biopolymere, caracterise 
par la sequence inf ormationnelle des acides nucleiques 
naturels, susceptibles de s'hybrider a tout autre fragment 

25 nucleotidique dans des conditions pr£determinees, 
1' enchainement pouvant contenir des monomeres de 
structures chimiques differentes et etre obtenu a partir 
d'une molecule d'acide nucleique naturelle et/ou par 
recombinaison g£n§tique et/ou par synthese chimique, 

30 - ainsi un monomere peut etre un nucleotide 

naturel d'acide nucleique, dont les elements constitutifs 
sont un sucre, un groupement phosphate et une base azotee; 
dans 1 f ARN le sucre est le ribose, dans l'ADN le sucre est 
le desoxy-2-ribose; selon qu'il s'agit de 1 1 ADN ou l'ARN, 

35 la base azot§e est choisie parmi 1" adenine, la guanine, 
l'uracile, la cytosine, la thymine; ou le nucleotide peut 



- le variant d'un virus ou d'un agent pathogene 
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etre modifie dans I'un au moins des trois elements 
constitutifs ; a titre d'exemple, la modification peut 
intervenir au niveau des bases, generant des bases 
modifiees telles que l'inosine, la m§thyl-5- 

5 desoxycytidine, la desoxyuridine, la dimethylamino-5- 
desoxyuridine, la diamino-2 , 6-purine, la bromo-5- 
desoxyuridine et toute autre base modifiee favorisant 
1* hybridation; au niveau du sucre, la modification peut 
consister dans le remplacement d'au moins un desoxyribose 

10 par un polyamide {29), et au niveau du groupement 
phosphate, la modification peut consister dans son 
remplacement par des esters, notamment choisis parmi les 
esters de diphosphate, d'alkyl et arylphosphonate et de 
phosphorothioate , 

15 - par "sequence inf ormationnelle" , on entend 

toute suite ordonnee de monomeres, dont la nature chimique 
et l'ordre dans un sens de reference, constituent ou non 
une information f onctionnelle de meme quality que celle 
des acides nuclfeiques naturels, 

20 - par hybridation, on entend le processus au 

cours duquel, dans des conditions operatoires appropriees, 
deux fragments nucleotidiques, ayant dei** sequences Buffisamment 
complement aires, s'apparient pour former une structure complexe, 
notamment double ou triple, de preference sous forme d'helice, 

25 - une sonde comprend un fragment nucleotidique 

synthetise par voie chimique ou obtenu par digestion ou 
co'upure enzymatique d'un fragment nucleotidique plus long, 
comprenant au moins six monom&res, avantageusement de 10 a 
100 monomeres, de preference 10 a 30 monomeres, et 

30 possedant une specif icite d 'hybridation dans des 
conditions determinees ; de preference, une sonde 
nossedant moins de 10 monomeres n'est pas utilisee seule, 
mais l'est en presence d f autres sondes de taille aussi 
courte ou non ; dans certaines conditions particulieres, 

35 il peut §tre utile d'utiliser des sondes de taille 
super ieure a 100 monomeres ; une sonde peut notamment etre 
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utilisee a des fins de diagnostic et il s'agira par 
exemple de sondes de capture et/ou de detection, 

- la sonde de capture peut §tre immobilisee sur 
un support solide par tout moyen approprie, c r est-a-dire 

5 directement ou indirectement, par exemple par covalence ou 
adsorption passive, 

- la sonde de detection peut §tre marquee au 
moyen d'un marqueur choisi notamment parmi les isotopes 
radioactifs, des enzymes notamment choisis parmi la 

10 peroxydase et la phosphatase a lea line et ceux susceptibles 
d'hydrolyser un substrat chromogfene, fluorigene ou 
luminescent, des composes chimiques chromophores , des 
composes chromogenes, fluorigenes ou luminescents, des 
analogues de bases nucleotidiques, et la biotine, 

15 - les sondes utilisees a des fins de diagnostic 

de l 1 invention peuvent §tre mises en oeuvre dans toutes 
les techniques d'hybridation connues et notamment les 
techniques dites "DOT-BLOT" (30), "SOUTHERN BLOT" (31), 
"NORTHERN BLOT" qui est une technique identique Sl la 

20 technique "SOUTHERN BLOT" mais qui utilise de 1 'ARN comme 
cible, la technique SANDWICH (32); avantageusement, on 
utilise la technique SANDWICH dans la presente inventidnV'* 
comprenant une sonde de capture specifique et/ou une sonde 
de detection specifique, etant entendu que la sonde de 

25 capture et la sonde de detection doivent presenter une 
sequence nucleotidique au moins partiellement differente, 

- 1' invention couvre egalement une sonde 
susceptible de s'hybrider in vivo ou in vitro sur I'ARN 
et/ou sur l'ADN, pour bloquer les phenomenes de 

30 replication, notamment traduction et/ou transcription, 
et/ou pour d§grader ledit ADN et/ou ARN, 

- une amorce est une sonde comprenant au moins 
six monomer es, et avantageusement de 10 a 30 monom&res, 
possedant une specif icite d f hybridation dans des 

35 conditions determinees, pour 1' initiation d'une 
polymerisation enzymatique par exemple dans une technique 
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d' amplification telle que la PCR (Polymerase Chain 
Reaction), dans un procede d' elongation, tel que le 
sequengage, dans une methode de transcription inverse ou 
analogue, 

5 - deux sequences nucleotidiques ou peptidiques 

sont dites equivalentes ou derivees l'une par rapport a 
1" autre, ou par rapport a une sequence de reference, si 
fonctionnellement les biopolymeres correspondants peuvent 
jouer sensiblement le meme role, sans etre identiques, 

10 vis-a-vis de 1 'application ou utilisation consideree, ou 
dans la technique dans laquelle elles interviennent ; sont 
notamment equivalentes deux sequences obtenues du fait de 
la variability naturelle, notamment mutation spontanee de 
l'espece a partir de laquelle elles ont ete identifiSes, 

15 ou induite, ainsi que des sequences homologues, 
^homologie fetant definie ci-apres, 

- par variability, on entend toute modification, 
spontanee ou induite d'une sequence, notamment par 
substitution, et/ou insertion, et/ou d§letion de 

20 nucleotides et/ou de fragments nucleotidiques, et/ou 
extension et/ou racourcissement de la sequence a l'une au 
moins des extremites ; une variability non naturelle peut 
resulter des techniques de g§nie gfenytique utilisees, par 
exemple du choix des amorces de synthese degenerees ou 

25 non, retenues pour amplifier un acide nucleique; cette 
variability peut se traduire par des modifications de 
toute sequence de depart, consideree comme reference, et 
pouvant etre exprimees par un degre d'homologie par 
rapport a ladite syquence de reference, 

30 - I'homologie caracterise le degre d' identity de 

deux fragments nuciyotidiques ou peptidiques compares; 
elle se mesure par le pourcentage d' identity qui est 
notamment determiny par comparaison directe de sequences 
nucleoditiques ou peptidiques, par rapport a des syquences 

35 nucleotidiques ou peptidiques de reference, 
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- ce pourcentage d' identity a ete specif iguement 
determine pour les fragments nucleotidiques relevant de la 
prfesente invention, homologues aux fragments identifies 
par SEQ ID N01 a N09 (MSRV-l) d'une part, et ceux 

5 homologues aux fragments identifies, par SEQ ID NO10 a 
N012 (MSRV-2) d' autre part, ainsi que pour les sondes et 
amorces homologues aux sondes et amorces identifiees par 
SEQ ID N016 a N026 et SEQ ID N031 & N033 d'une part, et 
aux sondes et amorces identifiees par SEQ ID N013 a N015, 

0 SEQ ID N027 a SEQ ID N030, et SEQ ID N034 a N037 d 1 autre 
part ; a titre d'exemple, le plus faible pourcentage 
d'identite observe entre les differents consensus gen§r^aux 
en acides nucleiques obtenus a partir de fragments d'ARN 
viral de MSRV-1, issu des lignees LM7PC et PLI-2 selon un 

5 protocole detaille plus loin, est de 67% dans la region 
decrite & la figure 2, 

- tout fragment nucl£otidique est dit equivalent 
ou derive d'un fragment de reference, s'il presente une 
sequence nucleotidigue §quivalente a la sequence de 

tO reference ; selon la definition precedente, sont notamment 
equivalents a un fragment nucleotidique de reference : 

a) tout fragment susceptible de s'hybrider au 
moins partiellement avec le complement du fragment de 
reference 

>5 b) tout fragment dont 1'alignement avec le 

fragment de reference conduit a mettre en evidence des 
bases contigues idehtiques, en nombre plus important 
gu'avec tout autre fragment provenant d'un autre groupe 
taxonomique 

\0 c) tout fragment resultant ou pouvant r^sulter de 

la variability naturelle de l'espece, a partir de laquelle 
il est obtenu 

d) tout fragment pouvant resulter des techniques 
de genie gen§tique appliqu§es au fragment de reference 
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e) tout fragment, comportant au laoins huit 
nucleotides contigus, codant un peptide homologue ou 
identique au peptide code par le fragment de reference, 

f) tout fragment different du fragment de 
5 reference, par insertion, deletion, substitution d*au 

moins un monomere, extension, ou raccourcissement a l'une 
au moins de ses extremites; par exemple tout fragment 
correspondant au fragment de reference flangue a l'une au 
moins de ses extremites par une sequence nucleotidique ne 
10 codant pas pour un polypeptide, 

- par polypeptide, on entend notamment tout 
peptide d'au moins deux acides amines, notamment 
oligopeptide, proteine, extrait, separe, ou 
substantiellement isol6 ou synthetise, par 1 ' intervention 

15 de la main de l'homme, notamment ceux obtenus par synthese 
chimique, ou par expression dans un organisme recombinant, 

- par polypeptide code de maniere partielle par 
un fragment nucleotidique, on entend un polypeptide 
presentant au moins 3 acides amines codes par au moins 9 

20 monpmferes contigus compris dans ledit fragment 
nucleotidique, 

- un acide amine est dit analogue a un autre 
acide amine, lorsque leur caractSristiques physico- 
chimiques respect ives f telles que polarite, 

25 hydrophobicite, et/ou basicite, et/ou acidite, et/ou 
neutrality, sont sensiblement les m§mes; ainsi, une 
leucine est analogue a une isoleucine. 

- tout polypeptide est dit equivalent ou deriv§ 
d'un polypeptide de reference, si les polypeptides 

30 compares ont sensiblement les memes propri§tes, et 
notamment les memes propri§t§s antigfenigues, 
iramunologiques , enzymologiques et/ou de reconnaissance 
moleculaire ; est notamment equivalent a un polypeptide de 
reference : 
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a) tout polypeptide possedant une sequence dont 
au moins un acide amine a ete substitue par un acide amine 
analogue, 

b) tout polypeptide ayant une s§quence peptidique 
5 Squivalente, obtenue par variation naturelle ou induite 

dudit polypeptide de reference, et/ou du fragment 
nuclfeotidique codant pour ledit polypeptide, 

c) un mimotope dudit polypeptide de reference, 

d) tout polypeptide dans la sequence duquel un ou 
10 plusieurs acides amines de la serie L sont remplacfes par 

un acide aminfe de la serie D, et vice versa, 

e) tout polypeptide dans la sequence duquel on a 
introduit une modification des chaines laterales des 
acides amines, telle que par exemple une acetylation des 

15 fonctions amines, une carboxylation des fonctions thiol, 
une est6rif ication des fonctions carboxyliques, 

f) tout polypeptide dans la sequence duquel une 
ou des liaisons peptidiques ont ete modifiees comme par 
exemple les liaisons carba, retro, inverso # retro-inverso, 

20 reduites, et methylene-oxy . 

(g) tout polypeptide dont au moins un antig&ne ' , 
est reconnu par un antigene du polypeptide de reference, 

le pourcentage d' identity caracterisant 
l'homologie de deux fragments peptidiques compares est 
25 selon la presente invention d'au moins 50% et de 
preference au moins 70%. 

Etant donn§ 'qu f un virus possedant une activite 
enzymatique transcriptase inverse peut etre genetiquement 
caract§ris§ aussi bien sous forme d'ARN que d'ADN, il sera 
30 fait mention aussi bien de l^DN que de 1 1 ARN viral pour 
caractferiser les sequences relatives a un virus possedant 
une telle activiti transcriptase inverse (MSRV-l) . 

Etant donne que l 1 agent pathogene et/ou infectant 
(MSRV)-2 a ete detecti tant en ADN qu/en ARN dans les 
35 cellules infect&es, il peut egalement etre caracterise 
sous forme d 'ADN ou ARN. 
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Les expressions d'ordre utilisees dans la 
presente description et les revendications, telles que 
"premiere sequence nucleotidique" ne sont pas reteiWes 
pour exprixner un ordre particulier, mais pour d€finir plus 
5 clairement 1* invention, 

L 1 invention sera mieux comprise a la lecture de 
la description detaillee qui va suivre faite en reference 
aux figures annexees dans lesquelles: 

- la figure 1 represente la sequence de type 
10 MSRV-2A obtenue a partir des cultures LM7 selon le 

protocole de Shih, (33) ; cette sequence est identifiee 
sous la reference SEQ ID N010, 

- la figure 2 represente des consensus gen§raux 
en acides nucleigues des sequences MSRV-1B amplifies par 

15 la technique PCR dans la region "pol", a partir d'ADN 
viral issu des lignees LM7PC et PLI-2, identifies sous les 
references SEQ ID N03 # SEQ ID N04, SEQ ID N05, et 
SEQ ID N06, et le consensus commun avec amorces 
d 1 amplification portant la reference SEQ ID N07, 

20 - la figure 3 represente I'arbre phylog§n6tique 

des sequences de type MSRV-1B obtenues par PCR dans la 
region "pol" definie par Shih (33), 

- la figure 4 donne la definition d f une trame de 
lecture f onctionnelle pour chaque f ami lie de type MSRV- 

25 1B/"PCR pol", lesdites families A a D etant dfefinies 
respectivement par les sequences nucleotidiques 
SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05 f et SEQ ID N06, 
decrites a la figure 2 f 

- la figure 5 donne un exemple de consensus des 
30 sequences de MSRV-2B , identifie par SEQ ID N011, 

la figure 6 est une representation de 
l'activite transcriptase inverse (RT) en dpm 
(desintegration par minute) , dans les fractions de 
saccharose prelevees sur un gradient de purification des 
35 virions produits par les lymphocytes B en culture d f un 
patient atteint de SEP, 
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- la figure 7 donne, dans les mimes conditions 
qu'a la figure 6, le dosage de l'activite transcriptase 
inverse dans la culture d'une lignee de lymphocytes B 
obtenue a partir d'un temoin exempt de sclerose en 
5 plaques, 

la figure 8 represente la sequence 
nucleotidique du clone PSJ17 (SEQ ID N09) 

la figure 9 represente la sequence 
nucleotidique SEQ ID N08 f du clone denomme M003-P004 f 
10 - la figure 10 represente la sequence 

nucleotidique SEQ ID N02 du clone Fll-l; la partie reperee 
entre deux flfiches dans la region de 1' amorce correspond a 
une variability imposee par le choix de 1' amorce ayant 
servi au clonage de Fll-l; sur cette meme figure, la 
15 traduction en acides amines est representee, 

la figure 11 represente la sequence 
nucleotidique SEQ ID N01, et une trame f onctionnelle de 
lecture possible en acides amines de SEQ ID N01; sur cette 
sequence, les sequences consensus des transcriptases 
20 inverses retrovirales sont soulignfees, 

la figure 12 represente la sequence 
nucleotidique SEQ ID N012 du clone denomme MSRV2EL1, 

- la figure 13 decomposee en trois planches 
successives 13/18 a 15/18 represente la traduction en 

25 acides amines de SEQ ID N012, incluant 1' amorce 
SEQ ID N013, selon 6 trames de lecture possibles, 

- la figure 14 presente un alignement de la 
sequence MSRV2-A (SEQ ID N010) sur la sequence MSRV2-EL1 
(SEQ ID N012) ; sur cette meme representation, la region 

30 d f hybridation de ^amorce identifiee sous la reference 
SEQ ID N013, (hormis la queue de clonage) est encadree; 
celle de 1' amorce identifiee sous la reference 
SEQ ID N014, est signalee entre des crochets, 

- la figure 15 donne les resultats d*une PGR, 
35 sous forme de photographie sous lumiere ultra-violette 

d'uft gel d' agarose impregne de bromure d'ethidium, des 
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produits d' amplification obtenus a partir des amorces 

identifies par SEQ ID N014 et SEQ ID N015, 

- les figures 16 et 17 donnent les resultats 

d'une PCR, sous forme de photographie sous lumiere ultra- 
5 violette d'un gel d' agarose impregne de bromure 

d l ethidium / des produits d 1 amplification obtenus a partir 

des amorces identifiees par SEQ ID N016, SEQ ID N017, 

SEQ ID N018, et SEQ ID N019. 

la figure 18 donne une representation 
10 matricielle de l f homologie entre SEQ ID NOl de MSRV-1 et. 

celle d«un retrovirus endogfene denommfe HSERV9 ; cette 

homologie d'au moins 65% est mise en Evidence par un trait 

plein, 1* absence de trait signifiant une homologie 

inf&rieure a 65%. 

15 

EXEMPLE 1: OBTENTION DE CLONES MSRV-2 DENOMMES 
MSRV-2A, PAR AMPLIFICATION DES REGIONS CONSERVEES DES 
GENES D 1 ADN-POLYMERASES ARN-DEPENDANTES , SUR UNE 
PREPARATION D 1 AGENT INFECTANT PURIFIE A PARTIR DE CULTURE 
20 DE CELLULES DE LA LIGNEE LM7 

L'approche mol§culaire a consists a utiliser une 
technique PCR (33) qui permet d 1 amplifier une region 
relativement conservee du gene pol des retrovirus exogenes 
et endogenes, mais aussi des virus codant pour une enzyme 
25 & activite transcriptase inverse (RT) tels que notamment 
le virus de 1' hepatite B et, implicitement, de tout gene 
d'ADN polymerase ARN dependante ou d* enzyme, presentant 
des homologies de sequences suffisantes dans les regions 
dfefinies par les amorces d 1 amplification utilisees. Cette 
30 technique PCR a 6tS utilisee sur les acides nucleiques 
extraits d'une preparation d' agent infectant purifiee, 
obtenue selon le protocole (34) a partir des surnageants 
de la culture LM7 d'origine (24) gardes congeles a -80°C 
depuis lors. Les fractions contenant le pic a 1 activity RT 
35 de type LM7 sont reprises dans un volume d'un tampon 
contenant du thiocyanate de guanidine (35) et sont 
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stockees a -8 0°C jusqu'a extraction des acides nucleiques 
selon la technique decrite par P.Chomzynski (35) . 

Prealablement a la reaction PCR, 1 1 ARN de 
l'echantillon a ete transcrit en ADN complementaire (ADNc) 
5 avec des amorces dites "random" (hexanucleotides en 
melange) a I'aide du Kit "cDNA synthesis system plus" 
(Amersham) , selon les instructions du f abricant et en se 
basant sur une valeur approximee a un log pres de la 
quantite d ' ARN pr§sente dans l'echantillon, 
10 L' ADN obtenu apres amplification PCR de l'ADNc, k 

ete insere dans un plasmide a l'aide du kit TA Cloning® 
(British Biotechnology). Les 2 jxl de solution d'ADN ont 
ete melanges avec 5 Ml d'eau distill§e sterile, 1 til d'un 
tampon de ligation 10 fois concentre "10X LIGATION 
15 BUFFER", 2 /il de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1 jxl de "TA 
DNA LIGASE". Ce m§lange a §te incubS une nuit & 12°C. Les 
e tapes suivantes ont fete realisees conformement au 
instructions du kit TA Cloning®. A la fin de la proc&dure, 
les colonies blanches de bacteries recombinantes ont 6t€ 
20 repiqu§es pour frtre cultivees et permettre l 1 extraction 
des plasmides incorporfes selon la procedure dite de 
"miniprep" (36). La preparation de plasmide de chague 
colonie recombinante a et§ coup§e par une enzyme de 
restriction appropriee et analysee sur gel d' agarose. Les 
25 plasmides possfedant un insert d€tect§ sous lumiere UV 
apr&s marquage du gel au bromure d'ethidium, ont ete 
selectionnes pour le sequen9age de 1' insert, apres 
hybridation avec une amorce complementaire du promoteur 
Sp6 present sur le plasmide de clonage du "TA cloning 
30 kit". La reaction prealable au sequen?age a ensuite ete 
effectuee selon la m§thode preconisee pour 1 'utilisation 
v-i+- rio e£rm*»TinacrA "Prism readv reaction kit dve 
deoxyterminator cycle sequencing kit" (Applied Biosystems, 
ref. 401384) et le sequen?age automatique a ete realis§ 
35 avec l'appareil "Automatic Sequencer", mod&le 373 A 
Applied Biosystems selon les instructions du f abricant. 
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Les sequences obtenues ont ensuite ete analysees 
a l'aide des logiciels Mac Vector® et Geneworks® sur 
banque de donnees inf ormatiques Genebank®, pour les 
sequences nucleiques, et Swiss Prot®, pour les sequences 
5 en acides amines deduites des trames de lecture mises en 
evidence dans les sequences nucleiques. L' analyse des 
sequences obtenues a partir de 1 ' echantillon viral 
provenant des surnageants LM7 decongeles, et purifie au 
pic d'activite transcriptase inverse sur gradient de 
10 saccharose, a mis en evidence une population majoritaire 
de clones (environ 42% des clones) , relativement a la 
representative individuelle des autres sequences 
(tou jours inferieure a 5%, voire 10% pour un petit 
nombre) , et presentant des homologies partielles avec des 
15 retrovirus connus dans la region "pol" attendue. Ce clone 
est denomme MSRV2-A et identifie par SEQ ID N.010 
(Cf. Fig. 1). La region amplifiee entre les amorces PCR 
est homologue a la sequence correspondante MSRV2-B 
identifiee par SEQ ID NO 11 (Cf. Fig. 5), decrite dans 
20 l'exemple 2. Les differences observees dans les sequences 
situees au niveau des amorces PCR s'expliguent par 
1 'utilisation d'amorces digfenferees en melange, utilisfees 
dans des conditions techniques differentes. 
L' interrogation de la banque . de donnfees Genebank® 
25 actualisee a ce jour n'a pas permis de mettre en evidence 
une sequence identique ou presentant des homologies 

signif icatives . 

Cette sequence est presentee dans la figure 1. 
Elle presente un cadre de lecture ouvert en phase avec les 

30 deux amorces PCR retrouvees aux extreroitGs, mais elle est 
plus courte que 1' ensemble des sequences retrovirales 
connues dans la region attendue entre ces amorces. Une 
deletion de 45 paires de bases (15 acides amines) y est 
observee a la suite de la sequence de 1' amorce amont alors 

35 que les sequences pr§c6dant 1' amorce aval sont presentes. 
Cependant la trame de lecture est ouverte et ininterrompue 
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sur toute la sequence incluant les amorces et la sequence 
en acides amines deduite presente une homologie 
significative avec la region correspondante des retrovirus 
connus. Dans la sequence interne aux amorces PCR, les 
5 acides amines Glu, Arg, Gin, Pro et Asp, norma lement assez 
bien conserves dans cette region pol des retrovirus et des 
virus avec activity transcriptase inverse connus (33) sont 
retrouves conserves aux bonnes positions dans la trame de 
lecture de la sequence originale. 

10 Enfin, etant donne que cette sequence est 

suff isaroment divergente des sequences retrovirales dejSi 
decrites dans les banques de donnees, on peut avancer 
qu'il s'agit d'une sequence appartenant a un nouvel agent 
infectant et/ou pathogene, dfenomme MSRV-2A. Cet agent 

15 s'apparente a priori, d'apres 1' analyse des sequences 
obtenues, d un retrovirus, mais, §tant donn§e la technique 
utilisSe pour obtenir cette sequence, il peut aussi s"agir 
d'un virus a ARN dont le genome code pour une enzyme qui 
possede accessoirement une activity transcriptase inverse 

20 corame c'est le cas, par exemple, pour le virus de 
l'hepatite B, HBV (33). De plus, le caractere alSatoire 
des amorces degenerees utilisfees pour cette technique 
d 1 amplification PCR peut tres bien avoir permis, du fait 
d 1 homologies de sequences imprevues ou de sites conserves 

25 dans le gene d'une enzyme apparentee, 1* amplification d'un 
acide nucleique provenant d'un agent pathogene et/ou co- 
inf ectant procaryote ou eucaryote (protiste) . 

EXEMPLE 2: OBTENTION DE CLONES DENOMMES MSRV-1B 
30 ET MSRV-2B, DEFINISSANT RE S PECTI VEMENT UN RETROVIRUS MSRV- 
1 ET UN AGENT CO - 1 NFECTANT MSRV2 , PAR AMPLIFICATION PCR 
"NICHEE" DES REGIONS POL CONSERVEES DES RETROVIRUS - SUR 
DES PREPARATIONS DE VIRIONS ISSUES DES LIGNEES LM7PC ET 
PLI-2 

35 Une technique PCR derivee de la technique publiee 

par Shih (33) a ete utilisee. Cette technique permet, par 
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traitement de tous les composants du iailieu reactionnel 
par la DNase, d'eliminer toute trace d * ADN contaminant. 
Elle permet parallelement, par 1 'utilisation d 1 amorces 
differentes ma is chevauchantes dans deux series 

5 successives de cycles d' amplifications PCR, d'augmenter 
les chances d 1 amplifier un ADNc synthetise a partir d'une 
quantite d'ARN faible au depart et encore reduite dans 
l'^chantillon par l 1 action parasite de la DNAse sur l'ARN. 
En effet, la DNase est utilisee dans des conditions 

10 d'activite en exces qui permettent d'eliminer toute trace 
d' ADN contaminant avant inactivation de cette enzyme 
restant dans 1 ' echantillon par chauffage a 85°C pendant 10 
minutes. Cette variante de la technique PCR decrite par 
Shih (33), a €te utilisee sur un ADNc synthetisfe a partir 

IS des acides nucleiques de fractions de particules 
infectantes purifiees sur gradient de saccharose selon la 
technique decrite par H. Perron (34) a partir de l'isolat 
M POL-2 M (ECACC n°V92072202) produit par la lignfee PLI-2 
(ECACC n° 92 07 2201) d'une part, et a partir de l'isolat 

20 MS7PG (ECACC n°V93010816) produit par la lignee LM7PC 
(ECACC n°930l08l7) d 1 autre part, Ces cultures ont St6 
obtenues selon les methodes ayant fait l'objet des 
demandes de brevet publiSes sous les n° WO 93/20188 et WO 
93/20189. 

25 Apres clonage avec le TA Cloning Kit® des 

produits amplifies par cette technique et analyse de la 
sequence a l'aide du s§quen$eur automatique selon ce qui 
est decrit dans l'exemple 1, les sequences ont ete 
analysees a l'aide du logiciel Geneworks®, sur la dernifere 

30 version disponible de la banque de donnees Genebank®. 

Les sequences donees et sequenc§es a partir de 
ces Schantillons correspondent notamment a deux types de 
sequences: un premier type de sequence, retrouv€ dans la 
majorite des clones (55% des clones issus des isolats POL- 

35 2 des culture PLI-2, et, 67% des clones issus des isolats 
MS7PG des cultures LM7PC) qui correspond a une famille de 
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sequences "pol" proches mais differentes du retrovirus 
endogene huiaain denomme ERV-9 ou HSERV-9, et un second 
type de sequence qui correspond a des sequences tres 
fortement homologues a la sequence attribute a un agent 
5 infectant et/ou pathogene denomme precedemment MSRV-2. 

Le premier type de sequences representant la 
majorite des clones est constituee de sequences dont la 
variabilite permet de d§finir quatre sous-families de 
sequences. Ces sous-families sont suffisamment proches 
10 entre elles pour qu'on puisse les considerer comme des 
quasi-especes provenant d'un meme retrovirus, tel que cela 
est bien connu pour le retrovirus HIV-l (37), ou corame le 
resultat de 1 ■ interference avec plusieurs provirus 
endogenes co-regul§s dans les cellules productrices . Ces 
15 Elements endogenes plus ou moins defectifs sont sensibles 
aux memes signaux de regulation generes eventuellement par 
un provirus rfeplicatif, puisqu'ils appartiennent a la meme 
famille de retrovirus endogenes (38). Cette nouvelle 
famille de retrovirus endogenes ou, alternativement, cette 
20 nouvelle espece rfetrovirale dont on a obtenu en culture la 
generation de quasi-especes, et qui contient un consensus 
des sequences decrites ci-dessous est denommee MSRV-1B. 

Dans la figure 2 sont presentees les consensus 
generaux des sequences des differents clones MSRV-1B 
25 sequences lors de cette experience, ces sequences etant 
respectivament identifiees par SEQ ID N03, SEQ ID N04, 
SEQ ID N05, et SEQ ID N06. Ces sequences presentent une 
homologie en acides nucleiques allant de 70% a 88% avec la 
sequence HSERV9 referencee X57147 et M37638 dans la base 
30 de donnees Genebank®. L'arbre phylogenetique de ces 
sequences est presente dans la figure 3. Dans cette 
figure, les sous-families A, B, C, D representent les 
sequences qui ont ete retrouvees de maniere preponderante 
dans des experiences similaires repetees ulterieurement, 
35 dans les echantillons d 1 ARN pur de virions purifies a 
partir des isolats MS7PG et POL-2. A partir de ces 
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families de sequences, quatre sequences nucl§iques 
"consensus" representatives de differentes quasi-especes 
d'un retrovirus MSRV-1B eventuellement exogene, ou de 
differentes sous-families d'un retrovirus endogene MSRV- 
5 IB, ont ete d§finies. Ces consensus representatif s sont 
presentes dans la figure 4, avec la traduction en acides 
amines. Une trame de lecture f onctionnelle existe pour 
chaque sous-famille de ces sequences MSRV-1B, et I'on peut 
voir que la trame de lecture ouverte f onctionnelle 
10 correspond a chaque fois a la sequence en acides amines 
venant en deuxieme ligne sous la sequence en acide 
nucleiques. Le consensus general de la sequence MSRV-1B, 
identif i£ par SEQ ID N07 et obtenu par cette technique PCR 
dans la region "pol" est presente dans la figure 2. 
15 Le deuxieme type de sequence reprfesentant la 

majorite des clones sequences est represents par la 
sequence MSRV-2B pr6sent6e dans la figure 5 et identif iee 
par SEQ ID N011. La region amplifiee entre les amorces PGR 
est homologue a une base pres a la sequence MSRV2-A 
20 (SEQ ID NO10 selon Fig.l) interne aux amorces PCR d§crite 
dans l^xemple 1. Les differences observees dans les 
sequences correspondant aux amorces PCR s'expliquent par 
1' utilisation d 1 amorces degenerees en melange utilisees 
dans des conditions techniques differentes. 
25 Les sequences MSRV-2A (SEQ ID N010) et MSRV-2B 

(SEQ ID NO 11) sont a 1 1 evidence homologues, voire 
identiques, issues du meme organisme et suf f isanuxient 
divergentes des sequences rfetrovirales d6ja dfecrites dans 
les banques de donnSes pour qu'on puisse avancer qu f il 
30 s'agit d'une region de sequence appartenant h un nouvel 
agent infectant, denomme MSRV-2. Cet agent infectant 
s 1 apparenterait a priori, d'aprfes 1' analyse des premieres 
sequences obtenues, a un retrovirus, mais, etant donnee la 
technique utilisee pour obtenir cette sequence, il 
35 pourrait aussi s'agir d'un virus a ADN dont le genome code 
poiir une enzyme qui possede accessoirement une activity 
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transcriptase inverse comme c'est le cas, par exemple, 
pour le virus de l'hepatite B, HBV (33). De plus, le 
caractere al^atoire des amorces degenerees utilisees pour 
cette technique d 1 amplification PCR peut tres bien avoir 
5 permis, du fait d 1 homologies de sequences imprevues ou de 
sites conserves dans le gene d f une enzyme apparentee, 
1 •amplification d B un acide nucleique provenant d % un agent 
pathogene et/ou co-infectant prokaryote ou eukaryote 
(protiste) . 

.10 

EXEMPLE 3: OBTENTION DE CLONES DENOMMES MSRV-1B 
ET MSRV-2B, DEFINISSANT UNE FAMILLE MSRV-1 et MSRV2 , PAR 
AMPLIFICATION PCR "NICHEE" DES REGIONS POL CONSERVEES DES 
RETROVIRUS, SUR DES PREPARATIONS DE LYMPHOCYTES B D^ 

15 NOUVEAU CAS DE SEP 

La m&me technique PCR modifiee d'apres la 
technique de Shih (33) a ete utilisee pour amplifier et 
sequencer le materiel nucleique ARN present dans une 
fraction de virions purifiee au pic d' activity 

20 transcriptase inverse "de type LM7" , sur gradient de 
saccharose selon la technique decrite par H. Perron (34), 
et selon les protocoles mentionnes dans l 1 exemple 2, a 
partir d'une lignee lymphoblastoXde spontan§e, obtenue par 
auto-immortalisation en culture de lymphocytes B d*un 

25 patient SEP seropositif pour le virus d'Epstein-Barr 
(EBV) , apres mise en culture des cellules lympholdes 
sanguine dans un milieu de culture approprie contenant une 
concentration appropriee de cyclosporine A. Une 
representation de l'activite transcriptase inverse dans 

30 les fractions de saccharose prelevees sur un gradient de 
purification des virions produits par cette lignee est 
presentee dans la figure 6. De meme, les surnageants de 
culture d'une lign§e B obtenue dans les memes conditions a 
partir d'un temoin exempt de sclerose en plaques ont 6te 

35 traites dans les memes conditions, et le dosage de 
l*activite transcriptase inverse dans les fractions du 
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gradient de saccharose s'est avere negatif partout (bruit 
de fond) et est presente dans la figure 7. La fraction 3 
du gradient correspondant k la lign§e B de SEP et la m&ae 
fraction sans activity transcriptase inverse du gradient 
5 temoin non-SEP, ont et§ analysees par la meme technique 
RT-PCR que pr ecedemment , derivee de Shih (33), suivie des 
memes etapes de clonage et de sequen?age tels que decrites 
dans les exemples 1 et 2. 

II est tout a fait notable que les sequences de 

.10 type MSRV-1 et MSRV-2 soient retrouvees dans le seul 
mat§riel associe a un pic d'activite transcriptase inverse 
"de type LM7" provenant de la lignee lymphoblastoide B de 
SEP. Ces sequences n'ont pas ete retrouvees avec le 
materiel de la lignee lymphoblastoide B temoin (non-SEP) 

15 dans 26 clones recombinants pris au hasard. Seules les 
sequences contaminantes de type Mo-MuLV provenant de la 
transcriptase inverse commerciale utilisee pour I'fetape de 
synthese de l'ADNc et des sequences sans analogie 
retrovirale particuliere ont 6t6 retrouvees chez ce 

20 tfemoin, du fait de l 1 amplification "consensus" des 
sequences de polymerases homologues que realise cette 
technique PCR. De plus, 1' absence de cible concentree qui 
fait competition pour la reaction d' amplification dans 
l'echantillon temoin permet 1 'amplification de 

25 contaminants dilues. La difference de resultats est 3 
1' Evidence hautement significative (chi-2, p<0,001). 

EXEMPLE 4: OBTENTION D'UN CLONE PSJ17 , 
DEFINISSANT UN RETROVIRUS MSRV-1, PAR REACTION DE 
30 TRANSCRIPTASE INVERSE ENDOGENE SUR UNE PREPARATION DE 
VIRION ISSUE DE LA LIGNEE PLI-2. 

Cette approche vise a obtenir des sequences d 1 ADN 
retrotranscrites & partir de I'ARN suppose retroviral dans 
I'isolat, en utilisant l'activite transcriptase inverse 
35 presente dans ce meme isolat. Cette activite transcriptase 
inverse ne peut theoriquement fonctionner qu'en presence 
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d»un ARN retroviral, lie a un ARNt amorce ou hybride a des 
brins courts d 1 ADN d€ja retro-transcrits dans les 
particules retrovirales (39). Ainsi l'obtention de 
sequences retrovirales specifiques dans un materiel 

5 contamine par des acides nucleiques cellulaires, a £t£ 
optimisSe selon ces auteurs grSce a 1 1 amplification 
enzymatique specif ique des portions d 'ARN viraux par une 
activity transcriptase inverse virale. Les auteurs ont 
pour cela, determine les conditions physico-chimiques 

10 particuli^res dans lesquelles cette activite enzymatique 
de transcription inverse sur des ARN contenus dans des 
virions pouvait Stre effective in vitro. Ces conditions 
correspondent a la description technique des protocoles 
present§s ci-dessous (reaction de RT endogfene, 

15 purification, clonage et sequengage) . 

L'approche moleculaire a consiste a utiliser une 
pr§paration de virion concentre, ma is non purifie, obtenu 
a partir des surnageants de culture de la lignee PLI-2 
pr£par6s selon la methode suivante : les surnageants de 

20 culture sont collectes deux fois par semaine, pr€- 
centrifuges a 10 000 trs/min pendant 30 minutes pour 
Sliminer les debris cellulaires, et ensuite, congelSs a 
-80°C ou utilises tels que pour les etapes suivantes. Les 
surnageants frais ou decongeles sont centrifuges sur un 

25 coussin de PBS-glycerol 30% a 100 OOOg (ou 30 000 trs/min 
dans un rotor LKB-HITACHI de type 45 T) pendant 2h & 4°C. 
Apres Elimination du surnageant, le culot sediments est 
repris dans un petit volume de PBS et constitue la 
fraction de virion concentre, mais non purifiE. Cet 

30 echantillon viral concentre mais non purifie a ete utilise 
pour effectuer une reaction dite de transcription inverse 
endogene, telle que decrite ci-apres : un volume de 200 til 
de virion purifie selon le protocole decrit ci-dessus et 
contenant une activite transcriptase inverse d 1 environ 1-5 

35 millions de dpm est decongele a 37 °C jusqu f S apparition 
d'une phase liquide, puis place sur de la glace. Un tampon 



WO 95/21256 ^ £ PCT/FH95/00142 



35 

5 fcis concentre a ete prepare avec les composants 
suivants: Tris-HCl pH 8,2, 500 mM; NaCl 75 mM; MgC12 25 
mM; DTT 75 mM et NP 40 0,10 %. 100 Ml de tampon 5X + 25 Ml 
d'une solution de dATP lOOmM + 25 til d'une solution de 
5 dTTP 100 mM + 25 Ml d'une solution de dGTP 100 mM + 25 Ml 
d'une solution de dCTP 100 mM + 100 Ml d'eau distillee 
sterile + 200 Ml de la suspension de virions (activite 
T.I. de 5 millions de DPM) dans le PBS ont ete melanges et 
incubes a 42 °C pendant 3 heures. Apres cette incubation le 
.10 melange reactionnel est directement ajoute a un melange 
taroponne phenol/chloroforme/alcool isoamylique (Sigma ref . 
P 3803); la phase aqueuse est collectee et un volume d'eau 
distillee sterile est ajoute a la phase organique pour re- 
extraire le materiel nucleique residuel. Les phases 
15 aqueuses collectees sont regroupees et les acides 
nucleiques contenus sont precipites par addition d' acetate 
de sodium 3M, pH 5,2 au 1/10 de volume + 2 volumes 
d'ethanol + 1 Ml de glycogene (Boehringer-Mannheim ref. 
901 393) et mise a -20°C de 1 •echantillon pendant 4h ou la 
20 nuit a +4°C. Le pricipite obtenu apres centrifugation est 
ensuite lave avec de l'ethanol a 70% et resuspendu dans 6Q 
ml d'eau distillee. Les produits de cette reaction ont 
ensuite ete purifies, clones et sequences selon les 
protocole deer it ci-apres: des ADN bouts francs avec des 
25 adenines non-appariees aux extremitees ont ete generes: 
une reaction de "remplissage" a d'abord ete effectuee: 
25 Ml de la solution d'ADN precedemment purifiee ont ete 
melanges avec 2 Ml d'une solution 2,5 mM contenant, en 
quantite equimolaire, dATP + dGTP + dTTP + dCTP / 1 Ml 
30 d'ADN polymerase T4 (Boehringer-Mannheim ref. 1004 786) / 
5 Ml de 10X "incubation buffer for restriction enzyme" 
(Boehringer-Mannheim ref. 1417 975) / 1 Ml d'une solution 
a 1% de serum-albumine bovine / 16 Ml d'eau distillee 
sterile. Ce melange a ete incube 20 minutes a 11°C. 50 Ml 
35 de tampon TE et 1 Ml de glycogene (Boehringer-Mannheim 
ref. 901 393) y ont ete ajoutes avant extraction des 
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acides nucleiques avec du phenol/chlorof orme/alcool 
isoamylique (Sigma ref. P 3803), et precipitation a 
l 1 acetate de sodium comme decrit pr§cedemment. L f ADN 
pr£cipit6 apr&s centrifugation est resuspendu dans 10 >1 

5 de tampon 10 mM Tris pH 7,5. Puis, 5 /xl de cette 
suspension ont et§ melanges avec 20^1 de tampon Taq 5X, 
20 fil de 5mM dATP, 1 Ml (5U) de Taq ADN polymerase 
(Amplitaq™) et 54 fil d'eau distillee sterile. Ce milange 
est incube 2 h a 75 °C avec un film d'huile a la surface de 

10 la solution. L' ADN en suspension dans la solution aqueuse 
prelevee en dessous du film d'huile apres incubation est 
precipite comme decrit precSdemment et resuspendu dans 
2 /xl d'eau distillee sterile. L' ADN obtenu a fet§ insere 
dans un plamide a I 1 aide du kit TA Cloning™. Les 2 Ml de 

15 solution d' ADN ont et§ melanges avec 5 Ml d'eau distillee 
sterile, 1m1 d'un tampon de ligation 10 fois concentrfi 
"10X LIGATION BUFFER", 2 Ml de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) 
et 1 Ml de "TA DNA LIGASE". Ce melange a 6t§ incubfe une 
nuit a 12 °C. Les etapes suivantes ont §t€ realisees 

20 conformement au instructions du kit TA Cloning® (British 
Biotechnology) . A la fin de la procedure, les colonies 
blanches de bact§ries recombinantes (white) ont 6te 
repiquees pour £tre cultivees et permettre !• extraction 
des plasmides incorpor§s selon la procedure dite de 

25 "miniprep" (36) . La preparation de plasmide de chaque 
colonie recombinante a ete coupee par une en2yme de 
restriction appropriee et analysee sur gel d' agarose. Les 
plasmides poss€dant un insert detecte sous lumiere UV 
apres marquage du gel au bromure d'fethidium, ont 6t§ 

30 s§lectionn§s pour le seguenqrage de 1' insert, apres 
hybridation avec une amorce compl§mentaire du promoteur 
Sp6 present sur le plasmide de clonage du TA cloning kit®. 
La reaction prealable au sequen9age a ensuite 6t6 
effectuee selon la mithode pr£conisee pour l'utilisation 

35 du kit de seguen<?age "Prism ready reaction kit dye 
deoxyterminator cycle sequencing kit" (Applied Biosystems, 
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ref. 4 01384) et le sequen<?age automatique a §t6 realist 
avec l'appareil "Automatic Sequencer, module 373 A" 
Applied Biosystems, selon les instructions du fabricant. 

L 1 analyse discriminante sur les banques de 

5 donnfees inf ormatiques des sequences donees a partir des 
fragments d'ADN presents dans le m§lange rfeactionnel a 
permis de mettre en evidence une sequence de type 
retroviral. Le clone correspondant PSJ17 a 6t6 entierement 
s§quenc§ et la sequence obtenue, presentee dans la figure 

10 8 et identifiee apr SEQ ID N09, a §te analyst a I'aide du 
logiciel "Genevorks®" sur les banques de donnees 
actualisees "Genebank®" . L* analyse des banques de donn§es 
n f a pas penais de trouver de sequence identique d§ja 
decrite. Seule une homologie partielle a pu §tre retrouvee 

15 avec certains Elements rfetroviraux connus. L' homologie 
relative la plus intferessante concerne un retrovirus 
endogene denommS ERV-9, ou HSERV-9, selon les references 
(40). 

20 EXEKPLE 5: AMPLIFICATION PCR DE LA SEQUENCE ^ 

NUCLEIQUE CONTENUE ENTRE LA REGION 5' DEFINIE PAR LE CLONE 
"POL MSRV-1B" ET LA REGION 3 1 DEFINIE PAR LE CLONE PSJ17. 

Cinq oligonucl§otides, M001, M002-A, M003-BCD, 
P004 et POOS, ont fete d§finis pour amplifier de I'ARN 

25 provenant de virions purifies POL-2. Des reactions de 
contrSle ont §t£ effectuees de maniere a contr61er la 
presence de contaminants (reaction sur de l'eau). 
L 1 amplification consiste en une etape de RT-PCR selon le 
protocole deer it dans I'Exemple 2, suivie d'une PCR 

30 "nichfee" selon le protocole PCR decrit dans le document 
EP-A-0569272. Dans le premier cycle RT-PCR, les amorces 
M001 et P004 ou P005 sont utilisees. Dans le deuxieme 
cycle PCR, les amorces M002-A ou M003-BCD, et 1'amorce 
P004 sont utilisees. Les amorces sont posit ionnees comme 

35 suit: 
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M002-A 
M003-BCD 

M001 P004 POOS 

5 ARN 

POL-2 

< > < > 

pol MSRV-1 PSJ17 
Leur composition est: 
10 amorce M001: GGTCITICCICAIGG (SEQ ID N020) 

amorce M002-A: TTAGGGATAGCCCTCATCTCT (SEQ ID N021) 
amorce M003-BCD: TCAGGGATAGCCCCCATCTAT ( SEQ ID N022) 
amorce P004: AACCCTTTGCCACTACATCAATTT (SEQ ID N023) 
amorce POOS: GCGTAAGGACTCCTAGAGCTATT (SEQ ID N024) 
15 Le produit d 1 amplification "nichee" pfetenu et 

denomme M003-P004 est presents dans la figure 9, et 
correspond S la sequence SEQ ID N08. 

EXEMPLE 6: AMPLIFICATION ET CLONAGE D'UNE PORTION 
DU GENOME RETROVIRAL MSRV-1 A L'AIDE D'UNE SEQUENCE DEJA 
20 IDENTIFIEE, DANS UN ECHANTILLON DE VIRUS PURIFIE AU PIC 
D^CTIVITE TRANSCRIPTASE INVERSE 

Une technique PCR derivee de la technique publiee 
par Frohman (41) a §t6 utilisfee. La technique d€rivee 
permet, a I'aide d'une amorce specif ique en 3' du genome a 
25 amplifier, d'elonguer la sequence vers la region 5 1 du 
genome a analyser. Cette variante technique est d£crite 
dans la documentation de la firme "Clontech Laboratories 
Inc., (Palo-Alto California, USA) fournie avec son produit 
"5 ■ -AmpliFINDER™ RACE Kit", qui a fet§ utilis§ sur une 
30 fraction de virion purifie comme deer it precedemment. 

Les amorces 3 1 sp§cifiques utilis§es dans le 
protocole du kit pour la synthese du cDNA et 
1' amplification PCR sont respectivement complementaires 
aux sequences MSRV-1 suivantes: 
35 cDNA : TCATCCATGTACCGAAGG (SEQ ID N025) 

amplification : ATGGGGTTCCCAAGTTCCCT (SEQ ID N026) 
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Les produits issus de la PCR ont ete purifies 
apres purification sur gel d' agarose selon les methodes 
qonventionnelles (36), puis resuspendus dans 10 ml d'eau 
distill§e. Une des propri§tes de la polymerase Taq 

5 consistant a a j outer une adenine a I'extemite 3' de chacun 
des deux brins d'ADN, 1' ADN obtenu a ete directement 
ins§re dans un plamide a l'aide du kit TA Cloning™ 
(British Biotechnology), Les 2 fil de solution d'ADN ont 
fete milanges avec 5 fil d'eau distillee sterile, 1 /il d ! un 

10 tampon de ligation 10 fois concentre "10X LIGATION 
BUFFER", 2 Ml <*e "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1 jxl <*e "TA 
DNA LIGASE". Ce melange a ete incube une nuit a 12°C. Les 
Stapes suivantes ont ete realisees conformement au 
instructions du kit TA Cloning® (British Biotechnology) . A 

15 la fin de la procedure, les colonies blanches de bacteries 
recombinantes (white) ont ete repiquees pour §tre 
cultivfees et permettre 1* extraction des plasmides 
incorpores selon la procedure dite de "miniprep" (36) . La 
preparation de plasmide de chaque colonie recombinante a 

20 §t€ coupee par une enzyme de restriction approprifee et 
ana ly see sur gel d' agarose. Les plasmides possedant un 
insert d§tect€ sous lumiere UV apres marquage du gel au 
bromure d'ethidium, ont §te selectionnes pour le 
sequengage de l 1 insert, apr&s hybridation avec une amorce 

25 complementaire du promoteur Sp6 present sur le plasmide de 
clonage du TA Cloning Kit®. La reaction prealable au 
sequengage a ensuite ete effectuee selon la methode 
preconisee pour 1 'utilisation du kit de sequenq:age "Prism 
ready reaction kit dye deoxyterminator cycle sequencing 

30 kit" (Applied Biosystems, ref. 401384) et le sequengage 
automatique a ete realise avec I'appareil "automatic 
sequencer, module 373 A" Applied Biosystems selon les 
instructions du fabricant. 

Cette technique a d'abord ete appliquee a deux 

35 fractions de virion purifie comme deer it ci-apres, sur 
saccharose a partir de l'isolat "POL-2" produit par la 
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lignee PLI-2 d'une part, et a partir de l'isolat MS7PG 
produit par la lignee LM7PC d' autre part: les surnageants 
de cultures sont collectes deux fois par semaine, pre- 
centrifuges a 10 000 trs/min pendant 30 minutes pour 
5 eliminer les debris cellulaires, et ensuite, congeles a 
-80°C ou utilises tels quels pour les etapes suivantes. 
Les surnageants frais ou decongeles sont centrifuges sur 
un coussin de PBS-glycerol 30% a 100 OOOg (ou 
30 000 trs/min dans un rotor LKB-HITACHI de type 45 T) 
10 pendant 2 h a 4°C. Apres elimination du surnageant, le 
culot sedimente est repris dans un petit volume de PBS et 
constitue la fraction de virions concentres, mais non 
purifies. Le virus concentre est ensuite depose sur un 
gradient de sucrose dans un tampon PBS sterile (15 a 50% 
15 poids/poids) et ultracentrifuge a 35 000 trs/min 
(100 OOOg) pendant 12 h a +4°C dans un rotor a godets. 10 
fractions sont recueillies et 20 (il sont preleves dans 
chague fraction apres homogeneisation pour y doser 
l'activite transcriptase inverse selon la technique 
20 decrite par H. Perron (24) . Les fractions contenant le pic 
d'activite RT M de type LM7" sont ensuite diluees dans du 
tampon PBS sterile et ultracentrifugees une heure a 
35 000 trs/min (100 OOOg) pour sedimenter les particules 
virales. Le culot de virion purifie ainsi obtenu est alors 
25 repris dans un petit volume d'un tampon adequat pour 
1" extraction d'ARN. La reaction de synthese de cDNA 
mentionnee plus haut est realisee sur cet ARN extrait de 
virion extracellulaire purifie. L' amplification PCR selon 
la technique citee plus-haut a permis d'obtenir le clone 
30 Fl-11 dont la sequence identifi€e par SEQ ID N02, est 
presentee dans la figure 10. 

Ce clone permet de definir, avec les diffirents 
clones prealablement sequencfes, une region representative 
du gene "pol" du retrovirus MSRV-1, telle que presentee 
35 dans la figure 11. Cette sequence denommee SEQ ID N01 est 
reconstitute a partir de differents clones se recouvrant a 
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leurs extremities , en corrigeant les artefacts lies aux 
amorces et aux techniques d 'amplification ou de clonage, 
qui interromperaient artif iciellement la trame de lecture 
de 1' ensemble. 

5 Dans la figure 11 f la trame de lecture 

potent ielle avec sa traduction en acides amines est 
presentee en dessous de la sequence en acides nucleiques. 

EXEMPLE 7: CAPTURE, AMPLIFICATION ET CLONAGE 

10 D'UNE PORTION DU GENOME MSRV-2 A L' AIDE D'UNE SEQUENCE 
DEJA IDENTIFIEE, DANS UNE CULTURE INFECTEE PAR MSRV-2 

Les surnageants d'une culture cellulaire 
exprimant une activite transcriptase inverse "de type LM7" 
similaire a celle decrite par H. Perron (24) ont et€ 

15 collectes regulierement pendant plusieurs semaines et 
conserv§s congeles a -80 °C apres addition de 10% de 
glycerol, L 1 ensemble des surnageants a ensuite 6t6 
decongele afin de concentrer les particules infectantes 
par ultracentrifugation et de les purifier par 

20 centrifugation a I'equilibre sur gradient de saccharose; 
1' activite transcriptase inverse a ensuite 6t§ mesur§e 
dans les differentes fractions collectees sur le gradient 
selon la methodologie decrite par H. Perron (34) . 

Les differentes fractions representant le pic 

25 d 1 activite transcriptase inverse ont et6 regroup£es afin 
d'en extraire les acides nucleiques selon un protocole 
destine & la purification d'ARN (35), mais les acides 
nucleiques extraits n'ont pas ete traites par la DNase. 
Une amplification PCR derivee de la technique decrite par 

30 Shih (33) a ete effectuee directement sur cet echantillon 
d* acides nucl§iques non traite par la DNase , selon un 
precede d' amplification d'ARN tel que decrit dans le 
document EP-A-0 569 272, dans un volume total de 100 til, 
contenant 200 ng d'ARN, 1 jzl d'ARN Guard, 33 M^oles de 

35 chaque melange d'amorces (MOP) decrits par Shih (33) , et 
identiques a ceux utilises pour la PCR (ADN) directe ; 
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0,25 mM de chaquD dNTP, 10 ptl de tampon 10X, 2,5 u 
d* enzyme Tag et 0,4 Ml d' enzyme RT (RT-AMV; 10u) sont 
aussi ajoutes aux echantillons. Les cycles d' amplification 
sont realises comme suit: denaturation de l'ARN 
5 65°C/10 minutes, synthese de l'ADNc 50°C/8 minutes, puis 
les cycles sont identiques a ceux de la PCR decrite par 
Shin (33). Des reactions de contrSle ont ete effectuees de 
raaniere a controler 1' absence de contaminants (reaction 
sur de l'eau). Les produits ont ete analyses sur gel 

10 d'acrylamide 10%. 

Les echantillons amplifies par RT-PCR ont ensuite 
ete clones et sequences selon les techniques decrites^ dans 
l'exemple 1. 

La majorite des clones sequences & partir du 

15 produit de RT-PCR correspond a la sequence MSRV-2A et a 
son equivalente MSRV-2B precederoment decrites dans les 
exemples 1 a 3. 

Par ailleurs, apres elimination des sequences 
artefactuelles, il s'avere que les autres clones sequenc€s 

20 correspondent a des sequences de type MSRV-1 telles que 
decrites dans les exemples 13 3. 

Apres la verification des sequences presentes 
dans ce materiel nucleique provenant de ces fractions 
purifiees contenant des particules infectantes dont au 

25 moins une partie est associee a une activite transcriptase 
inverse, le materiel nucleique restant a ete utilise pour 
effectuer une capture specifique des acides nucleiques 
portant la sequence MSRV2 prealablement identififee et 
decrite dans les exemples 1 a 3. 

30 Dans une etape prealable, le materiel genetique 

portant la sequence MSRV2 a ete amplifie par une technique 
PCR monodirectionnelle de 50 cycles a l'aide d'une seule 
amorce. Cette amorce est couplee a une molecule de biotine 
a son extremite 3', permet 1 "amplification 
35 monodirectionnelle de 3 • vers 5 • et correspond a la 
sequence suivante identifiee sous SEQ ID N038 : 
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5 % TAAAGATCTAGAATTCGGCTATAGGCGGCATCCGGCAACT 3« 
Ensuite, la capture a ete effectuee en solution 
avec des billes magnetiques couplees a I'avidine 
(Dynabeads®) selon les instructions du f abricant (Dynal) 
5 et, apres une serie de lavages a temperature ambiante 
permettant d'eliminer les acides nucleiques non couples a 
une biotine, une PCR a ete effectuee directement sur ces 
billes lav6es avec une amorce specif ique en 3 1 et une 
amorce en 5' apportee par une solution d' oligonucleotide 
10 de 10 bases (10 mer) avec une sequence al§atoire. 

I^amorce d' amplification specif ique orientee de 
3 f vers 5 1 correspond S la sequence identifiee par 

SEQ ID N013 : 

5 1 GCATCCGGCAACTGCACG 3 1 

15 La PCR effectuee a 35°C sur 40 cycles avec ces 

amorces a permis d' amplifier le materiel gfenetique 
specifiquement biotinile par la premiere etape de PCR et 
capture sur les billes Dynabeads®. Apres clonage avec le 
kit "TA cloning" de I 1 ADN amplifie par cette seconde Stape 

20 de PCR et s6quen?age des clones recombinants, selon les 
techniques decrites dans I'Exemple 1, une sequence de 748 
paires de bases a ete obtenue. Cette sequence d' acides 
nucleiques SEQ ID N012 est presentee dans la figure 12. 
Cette sequence §longuee sera denommee ensuite MSRV-2^L. 

25 La sequence inverse complementaire de 1* amorce 

SEQ ID N013 est presente a I'extremite 3* et est encadree 
sur la figure 12. En amont de cette amorce, on retrouve la 
sequence d£jS identifiee dans les clones MSRV-2A et MSRV- 
2B. 

30 La traduction en acide amines de cette sequence 

selon les 6 trames de lectures possibles est presentee 

dans la figure 13. 

Un alignement de la sequence MSRV2-A 

(SEQ ID N010) sur la sequence MSRV-2EL1 (SEQ ID N012) est 
35 presente dans la figure 14. On note que la sequence MSRV- 

2A . est rigoureusement identique a la sequence elonguee, 
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hormis quelques differences dans la region correspondant 
aux amorces d§g§n§rees utilisees pour obtenir MSRV-2A. 
Cette region est soulignee dans cette figure ; par 
ailleurs, la region d 1 hybridation de 1' amorce SEQ ID N013, 

5 (hormis la queue de clonage) est encadr§e, celle de 
I'amorce SEQ ID N014 est presentee entre crochets. La 
sequence reelle du genome MSRV-2 dans cette region est 
vraisemblablement celle de MSRV-2EL1, ou elle n'a pas ete 
imposee par des amorces hybridfees a basse stringence comme 

10 c'est le cas pour MSRV-2A (et MSRV-2B de meme) . 

La sequence MSRV-2EL1 correspond done k une 
nouvelle region sequencee du genome MSRV-2. Ceci a et£ 
verifie a I'aide de nouvelles amorces PCR definies dans 
MSRV-2EL1 et MSRV-2A qui ont permis une amplification 

15 sp§cifique sur les acides nucleiques utilises pour le 
clonage deer it dans cet exemple. 

Les exemples suivants presentent differents 
resultats d' amplifications specif iques MSRV2 qui 
confirment la relation avec la presence d' agent infectant 

20 correspondant dans les cultures cellulaires dScrites, pour 
permettre l^solement d'un virus de type LM7 (24) et, 
aussi, in vivo, chez les patients atteints de SEP. 

Le resultat d ' interrogation de la banque de 
donnee Genebank®, actual is§e en aoat 1994, avec la 

25 sequence MS RV- 2 ELI ne montre aucune homologie 
significative avec des sequences genetiques connues a ce 
jour. Cependant, 1 1 interrogation des traductions possibles 
en acides amines selon les 6 trames de lecture 
potentielles de cette sequence MSRV-2EL1, montre des 

30 homologies partielles avec des sequences bacteriennes , 
virales ou cellulaires. 

L' absence d' amplification PCR avec des amorces 
specif iques sur de l'ADN humain normal montre qu'il ne 
s'agit pas d'une sequence d'origine cellulaire. MSRV-2 est 

35 done un agent infectant exogene a l'homme. Cependant, la 
nature degenir£e des melanges d' amorces, utilisees selon 
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des variantes de la technique decrite par Shih (33), qui 
ont permis 1* identification des premiers elements de 
sequence denommes MSRV-2A et MSRV-2B, peut avoir permis 
1» amplification imprevue d'un genome n ' appartenant pas a 

5 un retrovirus, ni meme a un gene codant pour une ADN- 
polym§rase ARN-dependante. La co-detection quasi- 
syst§matique de MSRV-1 dans les cultures provenant de SEP 
et exprimant une activite transcriptase inverse peut 
s'expliquer par une association pathologique entre deux 

10 agents diff6rents dont l'un au moins est un retrovirus 
(MSRV-1) . 

La detection chez les malades de ces deux types 
de sequences decrite dans les exemples suivants corrobore 
une association pathologique. Cependant un seul de ces 
15 elements peut suffire a expliquer la pathologie induite 
dans la SEP. 

EXEMPLE 8: DETECTION DE SEQUENCES SPECIFIQUES 
MSRV-2 DANS DIFFERENTS ECH ANTI LLONS DE CELLULES HUMAINES 

20 PROVENANT DE PATIENTS ATTEINTS DE SEP OU DE TEMOINS 

La sequence MSRV-2EL1 (SEQ ID N012) a permis de 
difinir plusieurs couples d 1 amorces oligonucl§otidiques 
utilisables pour 1" amplification d*ADN ou d'ARN specif ique 
par la technique PGR. 

25 Les amorces definies ci'-aprfes ont permis de 

realiser une detection specif ique du genome MSRV-2 dans 
differentes cellules humaines, par une §tape de. RT-PCR 
selon un precede d 1 amplification d'ARN tel que d§crit dans 
le document EP-A-0 569 272. 

30 Les amorces utilisees sont les suivantes: 

- amorce 5', identifiee par SEQ ID N014 
5 • GTAGTTCGATGTAGAAAGCG 3' 

- amorce 3', identifiee par SEQ ID N015 
5 ' GCATCCGGCAACTGCACG 3' 
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La PCR est effectuee selon une succession de 35 
cycles enchainant, apres l'etape de synthese de l'ADNc, 
1 lain, a 94°C, 1 min, a 54°C et 1 min, a 72°C. 

L'ARN total extrait de differents types de 
5 cellules (35), sans traitement par la DNase, a et§ utilise 
dans cette reaction RT-PCR. 

Dans la figure 15, sont pr6sent§s les resultats 
de PCR a partir d'une photographie sous lumiere ultra- 
violette d'un gel d' agarose impregne de bromure 
10 d'ethidium, dans lequel on a effectue une electrophorese 
des produits d' amplification PCR deposes separSment dans 
les differents puits. 

Le puits numero 1 contient un melange de 
margueurs de poids molfeculaire ADN et les puits 2 a 9 
15 representent, dans l'ordre les produits amplifies a partir 
des ARN totaux des cellules suivantes: 

2- LM7PC (ECACC n°93010817) ; 

3- PLI2 (ECACC n°92072201); 

4- cellules de m§dulloblastome humain; 

20 5- MRC-5 (Fibroblastes humains de poumons 

embryonnaires) ; 

6- cellules mononuclees sanguines humaines de 

donneur sain; 

7- cellules provenant d'un melange de lign£es 
25 lymphoblastoides B derivees du sang p§ripherique de 

differents patients atteints de SEP; 

8- cellules provenant d*une lign6e 
lymphoblastoide B derivee du sang peripherique d f un 
patient atteint de SEP; 

30 9- temoin ne contenant pas d'acides nucleiques 

(temoin "eau 11 ) . 

on nftut constater I 1 existence d'une bande d 1 ADN 

£ 

specif ique d' environ 700 paires de bases, correspondant a 
la taille attendue, amplifiee dans les echantillons 
35 provenant de patients atteints de SEP (LM7PC, PLI2, 
liqn^es de lymphocytes B) et non dans les cellules testees 
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provenant des temoins non-atteints de SEP (MRC5, cellules 
mononuclees sanguines et roedulloblastorae) . 

EXEKPLE 9: DETECTION DE SEQUENCES SPECIFIQUES 
5 MSRV-1 et MSRV-2 DANS DIFFERENTS ECHANTILLONS DE PLASMA 
PROVENANT DE PATIENTS ATTEINTS DE SEP OU DE TEMOINS. 

Une technique PCR analogue a celle decrite dans 
l'exemple 8 a ete utilisee pour detecter les genomes 
MSRV-1 et MSRV-2 dans des plasmas obtenus apres 
10 prelevement de sang sur EDTA de patients atteints de SEP 
et de temoins non-SEP. 

L' extraction des ARN de plasma a ete effectuee, 
selon la technique decrite par P. Chomzynski (35), apres 
addition d'un volume du tampon contenant du guanidinium 
15 thiocyanate a 1 ml de plasma garde congele a -80«C apres 
recueil . 

Pour MSRV-2 , la PCR a ete effectuee dans les 
memes conditions et avec les memes amorces que celles 
decrites dans l'exemple 8. 
20 cependant des resultats similaires ont aussi ete 

obtenus avec les amorces PCR suivantes dans deux 
amplifications successives par PCR "nichee" sur. 
echantillons d'acides nucleiques non-traites par la DNase. 

Les amorces utilises pour cette premiere etape 
25 de 40 cycles avec une temperature d« hybridation de 48 °C 
sont les suivantes: 

-amorce 5', identifiee par SEQ ID N027 
5 • GCCGATATCACCCGCCATGG 3 ' , correspondant a une 
amorce PCR MSRV-2 5', pour une premiere PCR sur 
30 prelevement de patients, 

-amorce 3«, identifiee par SEQ ID N028 

e i r?™«Tv-rr:r=raarTrtCACG 3 ' . correspondant a une 

*J ^ — — — 

amorce PCR MSRV-2 3', pour une premiere PCR sur 
prelevement de patients 
35 Apres cette etape, lO/xl du produit 

d' amplification sont preleves et utilises pour 'real iser 
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une deuxieme amplification PCR dite "nichee" avec des 
amorces situees a l'interieur de la region deja amplifi6e. 
Cette deuxieme etape se deroule sur 35 cycles , avec une 
temperature d* hybridation des amorces ("annealing") de 
5 50°C. Le volume reactionnel est de 100/zl. 

Les amorces utilis§es pour cette deuxieme etape 
sont les suivantes: 

-amorce 5', identifiee par SEQ ID N029 
5 1 CGCGATGCTGGTTGGAGAGC 3 1 , correspondant a une 
.10 amorce PCR MSRV-2 5 • , pour une PCR-nichee sur prelevement 
de patients, 

-amorce 3', identifiee par SEQ ID N030 
5 1 TCTCCACTCCGAATATTCCG 3 1 , correspondant a une 
amorce PCR MSRV-2 3 ' , pour une PCR-nichee sur prelevement 
15 de patients 

Pour MSRV-l, 1 'amplification a ete effectuee en 
deux etapes. De plus, 1 1 echantillon d'acides nucleigues 
est prfealablement traite par la DNase et un contrSle PCR 
sans RT (transcriptase inverse AMV) est effectu€ sur les 
20 deux €tapes d' amplification, de mani&re verifier que 
l 1 amplification RT-PCR provient exclusivement de I'ARN 
MSRV-1. En cas de controle sans RT positif, l'Scharitillon 
aliquot^ d'ARN de depart est a nouveau traite par la DNase 
et amplifife & nouveau. 
25 Le protocole de traitement par la DNase depourvue 

d 1 activity RNAse est le -suivant: l'ARN extrait est 
aliquote en presence de "RNAse inhibitor" (Boehringer- 
Mannheim) dans de l'eau traitee au DEPC a une 
concentration finale de 1 jbtg dans 10 jzl; a ces 10 pi, est 
30 ajoutfe 1/xl de "RNAse-free DNAse" (Boehringer-Mannheim) et 
1,2 /il de tampon a pH 5 contenant 0,1 M/l d 1 acetate de 
sodium et 5 mM/1 de MgS04; le melange est incube 15 min. a 
20°C et porte a 95 °C pendant 1,5 min. dans un 
"thermocycler" . 

35 La premiere etape de RT-PCR MSRV-1 est effectuee 

selon une variante du procede d' amplification d'ARN tel 
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que decrit dans la demande de brevet n° EP 0 569 272 Al. 
Notamment, l'etape de synth&se d'ADNc est effectu^e a 42°C 
pendant une heure; 1 1 amplification PCR se deroule sur 40 
cycles, avec une temperature d' hybridation des amorces 
5 ("annealing") de 53 °C. Le volume reactionnel est de 100/xl. 

Les amorces utilisfees pour cette premiere §tape 
sont les suivantes:, 

-amorce 5', identifiee par SEQ ID N016 

5* AGGAGTAAGGAAACCCAACGGAC 3* 
. 10 -amorce 3 » , identifiee par SEQ ID N017 

5» TAAGAGTTGCACAAGTGCG 3' 

Apres cette etape, 10^1 du produit 
d' amplification sont preleves et utilises pour realiser 
une deuxieme amplification PCR dite "nichee" avec des 
15 amorces situees a l'interieur de la region deja amplifiee. 
Cette deuxieme 6tape se deroule sur 35 cycles, avec une 
temperature d 1 hybridation des amorces ("annealing") de 
53 °C. Le volume reactionnel est dei 100^1* 

Les amorces utilisees pour cette deuxieme etape 
20 sont les suivantes: 

-amorce 5 1 , identifiee par SEQ ID N018 
5 » TCAGGGATAGCCCCCATCTAT 3 1 
-amorce 3 1 , identifiee par SEQ ID N019 
5 1 AACCCTTTGCCACTACATCAATTT 3 1 . 
25 Dans la figure 16, sont presentes les resultats 

de PCR sous forme de photographies sous lumidre ultra- 
violette de gels d' agarose impregnes de bromure 
d f §thidium, dans lesquels on a effectufe une §lectrophor£se 
des produits d' amplification PCR deposes separSment dans 
30 les diffSrents puits. 

La photographie du haut represente le resultat de 
1* amplification specif ique MSRV-2: 

le puits numero 8 contient un melange de 
marqueurs de poids molfeculaire ADN et les puits 1 & 7 
35 representent, dans l'ordre, les produits amplifies a 
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partir des ARN totaux de plasmas provenant de 4 temoins 
sains exempts de SEP (puits 1 a 4) et de 3 patients 
atteints de SEP, a differents stades de la maladie (puits 
5 a 7) . 

5 Dans cette serie, du materiel nucleique MSRV-2 

est detecte dans le plasma d'un cas de SEP sur les 3 
testes et dans aucun des 4 plasmas temoins. D'autres 
resultats. obtenus sur des series plus §tendues confirment 
ces r§sultats. 

10 La photographie du bas repr§sente le r§sultat de 

1' amplification specif ique par RT-PCR "nichee" MSRV-1: , 

le puits n°l contient le produit PCR effectu§ 
avec de l'eau seule, sans addition de transcriptase 
inverse AMV; le puits n°2 contient le produit PCR effectue 

IS avec de I'eau seule, avec addition de transcriptase 
inverse AMV; le puits numero 3 contient un melange de 
margueurs de poids mol&culaire ADN; les puits 4 a 13 
contiennent, dans ^ordre, les produits amplifies a partir 
des ARN totaux extraits de fractions de gradient de 

20 saccharose (collectees du haut vers le bas) sur leguel un 
culot de virion provenant d'un surnageant de culture 
infectfee par MSRV-l et MSRV-2 a ete centrifuge a 
I'equilibre selon le protocole decrit par Perron (34); 
dans le puits 14 rien n'a 6t6 depos§; dans les puits 15 jjt^-- 

25 17 on a depose les produits amplifies d'ARN extrait de 
plasmas provenant de 3 patients differents atteints de 
SEP, at differents stades de la maladie. 

Le genome retroviral MSRV^l est bien retrouvfe 
dans la fraction du gradient de saccharose contenant le 

30 pic d'activite transcriptase inverse mesurfee selon la 
technique decrite par H. Perron (24), avec une tres forte 
intensite (fraction 5 du gradient, deposee dans le puits 
n°8). Une legere amplification a eu lieu dans la premiere 
fraction (puits n°4) correspondant vraisemblablement a de 

35 1 'ARN lib§re par des particules lysees qui flottaient a la 
surface du gradient; de meme, des debris aggr§g6s ont 
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sedimente dans la derniere fraction (fond de tube) 
entralnant quelques copies de genome MSRV-1 qui ont donne 
lieu a une amplification de faible intensite. 

Sur les 3 plasmas de SEP testes dans cette s§rie, 
5 l'ARN MSRV-1 a ete retrouve dans un cas, produisant une 
amplification tres intense (puits n°17) . 

Dans cette serie, le genome ARN retroviral MSRV-1 
correspondant vraisemblablement a des particules de virus 
extracellulaire pr§sentes dans le plasma en nombre 
.10 extrfemement faible, a ete detecte par RT-PCR "nichee" dans 
un cas de SEP sur les 3 testes. D'autres resultats obtenus 
sur des series plus etendues confirment ces resultats. 

De plus, la specif icite des sequences amplifiees 
par ces techniques PCR peut §tre verifiee et evaluee par 
15 la technique "ELOSA" telle que decrite par F. Mallet (42) 
et dans le document FR-2 663 040. 

Pour MSRV-1 les produits de la PCR nichee sus- 
dfecrite peuvent §tre testes dans deux systemes ELOSA 
permettant de detecter separement un consensus A et un 
20 consensus B+C+D de MSRV-1, correspondant aux sous-families 
d§crites dans l'exemple 2 et les figures 2, 3 et 4. En 
effet, les sequences proches du consensus B+C+D sont 
retrouvSes essentielleraent dans les fechantillons d 1 ARN 
provenant de virions MSRV-1 purifies a partir de cultures 
25 ou amplifies dans des liquides biologiques extra- 
celluaires de patients SEP, alors que les sequences 
proches du consensus A sont essentiellement retrouvfees 
dans I'ADN cellulaire humain normal. 

Le systeme ELOSA/MSRV-l pour la capture et 
30 1' hybridation specif ique des produits PCR de la sous- 
famille A utilise un oligonucleotide de capture cpVlA avec 

• et un oliaonucleotide de detection 
biotinyl6 dpVlA ayant respect ivement pour sfequence: 
- cpVIA identifi£ par SEQ ID N031 
35 5 1 GATCTAGGCCACTTCTCAGGTCCAGS 3 1 , correspondant a 

l 1 oligonucleotide de capture ELOSA des produits PCR-nich&e 
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MSRV-1 effectuee avec les amorces identifies par 
SEQ ID N016 et SEQ ID N017 , suivie eventuellement de 
1' amplification avec les amorces identifies par 
SEQ ID NO 18 et SEQ ID N019 sur prelevement de patients. 

5 - dpVIA identifie par SEQ ID N032 

5' CATCT I TTTGGI CAGGCAI TAGC 3' correspondant a 
1' oligonucleotide de capture ELOSA de la sous-famille A 
des produits PCR-nested MSRV-1 effectuee avec les amorces 
identifiees par SEQ ID N016 et SEQ ID N017, suivie 

0 eventuellement de 1 'amplification avec les amorces 
identifiees par SEQ ID N018 et SEQ ID N019 sur prelevement 
de patients, 

Le sy steme ELOSA/MSRV-1 pour la capture et 
1 'hybridation specif igue des produits PGR de la sous- 
5 famille B+C+D utilise le meme oligonucleotide de detection 
biotinyle dpVIA et un oligonucleotide de capture cpVlB 
avec une liaison amine en 5'ayant pour sequence: 

- dpVlB identifiS par SEQ ID N033 

5 • CTTGAGCCAGTTCTCATACCTGGA 3 » , correspondant a 
0 !• oligonucleotide de capture ELOSA de la sous-famille 
B + C + D des produits PCR-nested MSRV-1 effectuee avec 
les amorces identifies par SEQ ID N016 et SEQ ID N017, 
suivie eventuellement de 1 'amplification avec les amorces 
identifiees par SEQ ID N018 et SEQ ID N019 sur prelevement 
5 de patients ♦ 

Ce systeme de detection ELOSA a permis de 
verifier gu'aucun des produits PCR ainsi amplifies a 
partir de plasmas de patients SEP traites par la DNase ne 
contenait de sequence de la sous-famille A et que tous 
0 etaient positifs avec le consensus des sous-families B r C 
et D. 

Pour MSRV-2, une technique ELOSA similaire a fete 
evaluee sur des isolats provenant de cultures cellulaires 
infect^es en utilisant les amorces d 1 amplification PCR 
5 suivantes , 

- amorce 5' f identififee par SEQ ID N034 
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5 1 AGTGYTRCCMCARGGCGCTGAA 3 ' , correspondant a une 
amorce PCR MSRV-2 5', pour PCR sur prelSvement de 
cultures , 

- amorce 3', identifiee par SEQ ID N035 
5 5 ■ GMGGCC AGCAG S AKGTC ATCC A 3 1 , correspondant a une 

amorce PCR MSRV-2 3 1 , pour PCR sur prelevement de 
cultures, 

et les oligonucleotides de capture avec une 
liaison amine en 5' cpV2, et de detection biotinylfe dpV2, 
.10 ayant pour sequences respectives: 

-cpV2 identififee par SEQ ID N036 

5 GGATGCCGCCTATAGCCTCTAC 3 1 , correspondant S un 
oligonucleotide de capture ELOSA des produits de la PCR 
MSRV-2 effectuee avec les amorces SEQ ID N034 et 
15 SEQ ID N035, ou eventuellement avec les amorces deg§n£rees 
definies par Shih (33) # 

-dpV2 identif ie par SEQ ID N037 

5 1 AAGCCTATCGCGTGCAGTTGCC 3 1 , correspondant a un 
oligonucleotide de detection ELOSA des produits de la PCR 

20 MSRV-2 ef fectu§e avec les amorces SEQ ID N034 et 
SEQ ID N035, ou feventuellement avec les amorces degenerees 
definies par Shih (33) 

Ce systfeme d' amplification PCR avec un couple 
d 1 amorces different de ceux qui ont ete precedemment 

25 decrits pour 1' amplification sur les echantillons de 
patients, a permis de confirmer 1' infection par MSRV-2 de 
cultures in vitro et d' echantillons d'acides nucleiques 
utilises pour les travaux de biologie moleculaire. 

En fin de compte, nos premiers result ats de 

30 detection PCR du genome d 1 agents pathogdnes et/ou 
infectants, il est vraisemblable que du "virus" libre peut 
circuler dans le flux sanguin de patients en phase de 
poussfee aigtte, en dehors du systeme nerveux. Ceci est 
compatible avec l 1 existence quasi-systfematique de 

35 "breches" dans la barriere hemato-encephalique des 
patients en phase active de SEP. 
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II est ainsi dej£ envisageable, grace aux 
decouvertes effectuees et aux methodes mises au point par 
les inventeurs de realiser un diagnostic de 1* infection 
et/ou de la reactivation MSRV-1 et/ou MSRV-2 et d'evaluer 
5 une therapie dans la SEP sur la base de son efficacitfi S 
"negativer" la detection de ces agents dans les fluides 
biologiques des patients. De plus, la detection pr6coce 
chez des personnes ne presentant pas encore de signes 
neurologiques de SEP, pourrait permettre d'instaurer un 
.10 traitement d'autant plus efficace sur l'evolution clinigue 
ulterieure qu'il precederait le stade lesionnel qui 
correspond a 1' apparition des troubles neurologiques. Or, 
a ce jour, un diagnostic de SEP ne peut etre etabli avant 
1 1 installation d 1 une symptomatologie neurologigue 

15 lesionnelle et, done, aucun traitement n'est instaure 
avant l 1 Emergence d'une clinique 6vocatrice de lesions du 
systeme nerveux central d§ja consequentes . Le diagnostic 
d'une infection et/ou reactivation de MSRV-l et/ou MSRV-2 
chez l'homme est done determinant et la presente invention 

20 en fourni les moyens. 

II est ainsi possible, outre de realiser un 
diagnostic de l 1 infection et/ou de la reactivation MSRV-1 
et/ou MSRV-2, d'evaluer une therapie dans la SEP sur la 
base de son efficacite a "negativer" la detection de ces 

25 agents dans les fluides biologiques des patients. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERATES: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: BIOMERIEUX 

(B) RUE: AUCUNE 

(C) VILLE: MARCY L ' ETOILE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 69280 

(ii) TITRE DE I*' INVENTION: SEP EXTENSION 
(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 38 

(iv) FORME DECHI FFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 



<C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS / MS -DOS 
(D) LOGICIEL: Pa tent In Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1158 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

CCCTTTGCCA CTACATCAAT TTTAGGAGTA AGGAAACCCA ACGGACAGTG GAGGTTAGTG 60 
CAAGAACTCA GCATTATCAA TGAGGCTGTT GTTCCTCTAT ACCCAGCTGT ACCTAACCCT 120 
TATACAGTGC TTTCCCAAAT ACCAGAGGAA GCAGAGTGGT TTACAGTCCT GCACCTTAAC 180 
GATGCCTTTT TCTGCATCCC TGTAOGTCCT GACTCTCAAT TCTTGTTTGC CTTTGAAGAT 240 
CCTTTGAACC CAACGTCTCA ACTCACCTGG ACTGTTTTAC CCCAAGGGTT CAGGGATAGC 300 
CCCCATCTAT TTGGCCAGGC ATTAGCCCAA GACTTGAGTC AATTCTCATA CCTGGACACT 360 
CTTGTCCTTC AGTACATGGA TGATTTACTT TTAGTOGCCC GTTCAGAAAC CTT6TGCCAT 420 
CAAGCCACCC AAGAACTCTT AACTTTCCTC ACTACCTGTG GCTACAAGGT TTCCAAACCA 480 
AAGGCTCGGC TCTGCTCACA GGAGATTAGA TACTNAGGGC TAAAATTATC CAAAGGCACC 540 
AGGGCCCTCA GTGAGGAACG TATCCAGCCT ATACTGGCTT ATCCTCATCC CAAAACCCTA 600 
AAGCAACTAA GAGGGTTCCT TGGCATAACA GGTTTCTGCC GAAAACAGAT TCCCAGGTAC 660 
ASCCCAATAG CCAGACCATT ATATACACTA ATTANGGAAA CTCAGAAAGC CAATACCTAT 720 
TTAGTAAGAT GGACAOCTAC AGAAGTGGCT TTCCAGGCCC TAAAGAAGGC CCTAACCCAA 780 
GCCCCAGTGT TCAGCTTGCC AACAGGGCAA GATTTTTCTT TATATGCCAC AGAAAAAACA 840 
GGAATAGCTC TAGGAGTCCT TACGCAQGTC TCAGGGATGA GCTTGCAACC CGTGGTATAC 900 
CTGAGTAAGG AAATTGATGT ACTGGCAAAG GGTTGGCCTC ATNGTTTATG GGTAATGGNG 960 
GCAGTAGCAG TCTNAGTATC TGAAGCAGTT AAAATAATAC AGGGAAGAGA TCTTNCTGTG 1020 
TGGACATCTC ATGATGTGAA CGGCATACTC ACTGCTAAAG GAGACTTGTG GTTGTCAGAC1080 
AACCATTTAC TTAANTATCA GGCTCTATTA CTTGAAGAGC CAGTGCTGNG ACTGCGCACT1140 
TGTGCAACTC TTAAACCC 1158 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(ij CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 297 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

CCCTTTGCCA CTACATCAAT TTTAGGAGTA AGGAAACCCA ACGGACAGTG GAGGTTAGTG 60 
CAAGAACTCA GGATTATCAA TGAGGCTGTT GTTCCTCTAT ACCCAGCTGT ACCTAACCCT 120 
TATACAGTGC TTTCCCAAAT ACCAGAGGAA GCAGAGTGGT TTACAGTCCT GGACCTTAAG 180 
GATGCCTTTT TCTGCATCCC TGTACGTCCT GACTCTCAAT TCTTGTTTGC CTTTGAAGAT 240 
CCTTTGAACC CAACGTCTCA ACTCACCTGG ACTGTTTTAC CCCAAGGGTT CAAGGGA 297 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO! 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 85 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOHBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

GTTTAGGGAT ANCCCTCATC TCTTTGGTCA GGTACTGGCC CAAGATCTAG GCCACTTCTC €0 
AGGTCCAGSN ACTCTGTYCC TTCAG 85 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTXQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 86 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

GTTCAGGGAT AGCCCCCATC TATTTGGCCA GGCACTAGCT CAATACTTGA GCCAGTTCTC 60 
ATACCTGGAC AYTCTYGTCC TTCGGT 86 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 85 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNC 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

GTTCARRGA TAGCCCCCATC TATTTGGCCW RGYATTAGCC CAAGACTTGA GYCAATTCTC 60 
ATACCTGGA CACTCTTGTCC TTYRG 85 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(A) LONGUEUR: 85 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNC 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 



# 



WO 95/21256 A PCT/FR95/00142 



59 

GTTCAGGGAT AGCTCCCATC TATTTGGCCT GGCATTAACC CGAGACTTAA GCCAGTTCTY 60 
ATACGTGGAC ACTCTTGTCC TTTGG 85 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 111 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple . v 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADKc 

(xi) DESCRIPTION DE LA. SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 

GTGTTGCCAC AGGGGTTTAR RGATANCYCY CATCTMTTTG GYCWRGYAYT RRCYCRAKAY 60 
YTRRGYCAVT TCTYAKRYSY RGSNAYTCTB KYCCTTYRGT ACATGGATGA C 111 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 645 paires de bases 

(B) TYPEs nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: B: 

TCAGGGATAG CCCCCATCTA TTTGGCCAGG CATTAGCCCA AGACTTGACT CAATTCTCAT 60 
ACCTGGACAC TCTTGTCCTT CAGTACATGG ATGATTTACT TTTAGTCGCC CGTTCAGAAA 120 
CCTTGTGCCA TCAAGCCACC CAAGAACTCT TAACTTTCCT CACTACCTGT GGCTACAAGG 180 
TTTCCAAACC AAAGGCTCGC CTCTGCTCAC AGGAGATTAG ATACTNAGGG CTAAAATTAT 240 
CCAAAGGCAC CAGGGCCCTC AGTGAGGAAC GTATCCAGCC TATACTGGCT TATCCTCATC 300 
CCAAAACCCT AAAGCAACTA AGAGGGTTCC TTGGCATAAC AGGTTTCTGC CGAAAACAGA 360 
TTCCCAGGTA CASCCCAATA GCCAGACCAT TATATACACT AATTANGGAA ACTCAGAAAG 420 
CCAATACCTA TTTAGTAAGA TGGACACCTA CAGAAGTGGC TTTCCAGGCC CTAAAGAAGG 480 
CCCTAACCCA AGCCCCAGTG TTCAGCTTGC CAACAGGGCA AGATTTTTCT TTATATGCCA 540 
CAGAAAAAAC AGGAATAGCT CTAGGAGTCC TTACGCAGGT CTCAGGGATG AGCTTGCAAC 600 
CCGTGGTATA CCTGAGTAAG GAAATTGATG TAGTGGCAAA CGGTT 645 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 741 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

tii) TYPE DE MOLECULE : ADNc * 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

CAAGCCACCC AAGAACTCTT AAATTTCCTC ACTACCTGTG GCTACAAGGT TTCCAAACCA 60 
AAGGCTCAGC TCTGCTCACA GGAGATTAGA TACTTAGGGT TAAAATTATC CAAAGGCACC 120 
AGGGGCCTCA GTGAGGAACG TATCCAGCCT ATACTGGGTT ATCCTCATCC CAAAACCCTA 180 
AAGCAACTAA GAGGGTTCCT TAGCATGATC AGGTTTCTGC CGAAAACAAG ATTCCCAGGT 240 
ACAACCAAAA TAGCCAGACC ATTATATACA CTAATTAAGG AAACTCAGAA AGCCAATACC 300 
TATTTAGTAA GATGGACACC TAAACAGAAG GCTTTCCAGG CCCTAAAGAA GGCCCTAACC 360 
CAAGCCCCAG TGTTCAGCTT GCCAACAGGG CAAGATTTTT CTTTATATGG CACAGAAAAA 420 
ACAGGAATCG CTCTAGGAGT CCTTACACAG GTCCGAGGGA TGAGCTTGCA ACCCGTGGCA 480 
TACCTGAATA AGGAAATTGA TGTAGTGGCA AAGGGTTGGC CTCATNGTTT ATGGGTAATG 540 
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GNGGCAGTAG CAGTCTNAGT ATCTGAAGCA GTTAAAATAA TACAGGGAAG AGATCTTNCT 600 

GTGTGGACAT CTCATGATGT GAACGGCATA CTCACTGCTA AAGGAGACTT GTGGTTGTCA 660 

GACAACCATT TACTTAANTA TCAGGCTCTA TTACTTGAAG AGCCAGTGCT GNGACTGOGC 720 

ACTTGTGCAA CTCTTAAACC C 741 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERI ST IQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 93 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

TGGAAAGTGT TGCCACAGGG OGCTGAAGCC TATCGCGTGC AGTTGCCGGA TGCCGCCTAT 60 
AGCCTCTACA TGGATGACAT CCTGCTGGCC TCC 93 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 96 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

TTGGATCCAG TGYTGCCACA GGGOGCTGAA GCCTATCGCG TGCAGTTGCC GGATGCCGCC 60 
TATAGCCTCT ACGTGGATGA CCTSCTGAAG CTTGAG 96 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ZD NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE; 

(A) LONGUEUR: 748 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

TGCAAGCTTC ACCGCTTGCT GGATGTAGGC CTCAGTACCG GNGTGCCCCG CGCGCTGTAG 60 
TTCGATGTAG AAAGCGCCCG GAAACACGCG GGACCAATGC GTCGCCAGCT TGCGCGCCAG 120 
CGCCTCGTTG CCATTGGCCA GCGCCACGCC GATATCACCC GCCATGGCGC CGGAGAGCGC 180 
CAGCAGACCG GCGGCCAGCG GCGCATTCTC AACGCCGGGC TCGTOGAACC ATTCGGGGGC 240 
GATTTCCGCA CGACCGCGAT GCTGGTTGGA GAGCCAGGCC CTGGCCAGCA ACTGGCACAG 300 
GTTCAGGTAA CCCTGCTTGT CCCGCACCAA CAGCAGCAGG CGGGTCGGCT TGTCGCGCTC 360 
GTCGTGATTG GTGATCCAGA CGTCAGCCCC GACGATGGGC TTCACGCCCT TGCCACGCGC 420 
TTCCTTGTAG ANGCGCACCA GCCCGAAGGC ATTGGCGAGA TCGGTCAGCG CCAAGGCGCC 480 
CATGCCATCT TTGGCGGCAG CCTTGACGGC ATCGTCGAGA CGGACATTGC CATCGACGAC 540 
GGAATATTOG GAGTGGAGAC GGAGGTGGAC GAAGCGCGCC GAATTCATCC GCGTATTGTA 600 

ACGGCTGCGC GGGCAGTTAT AATTTCGGCT TACGAATCAA CGGGTTACCC CAGGCCGCTG 720 
AAGCCTATCG CGTGCAGTTG CCGGATGC 748 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 
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(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
GCATCCGGCA ACTGCACG 18 



(2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 pa ires de baseB 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(DJ CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
GTAGTTCGAT GTAGAAAGCG 20 



(2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: IB pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE IA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
GCATCCGGCA ACTGCACG 18 



(2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin€aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
AGGAGTAAG GAAACCCAACG GAC 23 



(2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 



TAAGAGTTGC ACAAGTGCG 19 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 
(8) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
TCAGGGATAG CCCCCATCTA T 21 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: paires de bases 

(B) TYPEs 24 nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin&aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 
AACCCTTTGC CACTACATCA ATTT 24 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ZD NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin§aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUES: 

(B) EMPLACEMENT: 5, 7, 10, 13 

(D) AUTRES INFORMATIONS: G repr£sente l'inosine (i) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 
GGTCGTGCCG CAGGG 15 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 
TTAGGGATA GCCCTCATCTC T 21 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 22: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
TCAGGGATAG CCCCCATCTA T 21 



(2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 23: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23 
AACCCTTTGC CACTACATCA ATTT 24 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ZD HO: 24: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS s simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 24 
GCGTAAGGAC TCCTAGAGCTA TT 22 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 25: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin§aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25 
TCATCCATGT ACCGAAGG 18 



(2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 26: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 26 
ATGGGGTTCC CAAGTTCCCT 20 



(2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 27: 

(i) CARACTERI ST IQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS:. simple 

(D) CONFIGURATIONS lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 27 
GCCGATATCA CCCGCCATGG 20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 28: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCES 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 26 
GCATCCGGCA ACTGCACG 18 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NOs 29 1 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCES 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPEs nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE IA SEQUENCE: SEQ ID NOs 29 
CGCGATGCTG GTTGGAGAGC 20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 30: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE? SEQ ID NOs 30 
TCTCCACTCC GAATATTCCG 20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 31: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 
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(B) TYPE: nucleotide 

(C) NO MB RE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 31 
GATCTAGGCC ACTTCTCAGG TCCAGS 26 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NOt 32: 

(i) C ARACTERI S T I QUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERI STIQUES ; 

(B) EMPLACEMENT : 6, 12, 19 

(D) AUTRES INFORMATIONS: G represente l'inosine (i) 
(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 32 
CATCTGTTTG GGCAGGCAGT AGO 23 



2) INFORMATIONS POUR 1A SEQ ID NO: 33: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 33 
CTTGAGCCAG TTCTCATACC TGGA 24 



2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 34: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 34 
AGTGYTRCCM CARGGCGCTG AA 22 



2) INFORMATIONS POUR LA SEO ID NO: 35: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 35 
GKGGCCAGCA GSAKGTCATC CA 22 



2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 36: 

(i) CARACTERI ST I QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNC 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 36 
GGATGCCGCCT ATAGCCTCTAC 20 



2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 37: 

(i) CARACTERI ST IQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 37 
AAGCCTATCG CGTGCAGTTG CC 22 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 38: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 40 paires de bases 

(B) TYPES nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 38: 
TAAAGATCTA GAATTCGGCT ATAGGCGGCA TCCGGCAAGT 40 
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REVEND I CAT I ONS 
1/ Composition comprenant deux agents pathogenes 
et/ou infectants, a l'etat isole ou purifie, associes a. la 
sclerose en plaques, a savoir, un premier agent qui 
5 consiste en un virus humain, possedant une activity 
transcriptase inverse, et apparente a une famille 
d» elements retroviraux endogenes, ou un variant dudit 
virus, et un second agent, ou un variant dudit second 
agent, ces deux agents pathogenes et/ou infectants etant 
10 issus d B une meme souche virale choisie parmi les souches 
d§nomm§es respectivement POL-2, deposee le 22.07.1992 
aupres de I'ECACC sous le num&ro d'acces V92072202 et 
MS7PG deposee le 08.01.93 aupres de I'ECACC sous le numfero 
d'acces V93010816, et parmi leurs souches variantes. 
15 - 2/ Composition comprenant deux agents pathogenes 

et/ou infectants, a l'€tat isole ou purifie, associes a la 
sclerose en plaques, a savoir, un premier agent consistant 
en un virus humain possedant une activite transcriptase 
inverse, et apparent^ a une famille d« elements rfetroviraux 
20 endogdnes, ou un variant dudit virus, et un second agent, 
ou un variant dudit second agent, ces deux agents 
pathogenes et/ou infectants etant produits par une mfeme 
lignee cellulaire choisie parmi les lign§es d§nomra§es 
respectivement PLI-2 deposee le 22.07.1992 auprfes de 
25 I'ECACC sous le numfero d'accds 92072201 et LM7PC deposee 
le 08.01.93 aupres de I'ECACC sous le numero d'acces 
93010817, et par toutes cultures cellulaires infectfees 
susceptibles de produire au moins l'un ou l 1 autre des 
agents pathogenes et/ou infectants, et/ou leurs variants. 
30 3/ Composition comprenant deux agents pathogenes 

et/ou infectants, a l'etat isolS ou purifie, a savoir un 

* ~ — ~4- ~*~r-i An nn vimc rni nn variant dudit 

pX. tiltixcsx. a^eiiw *— ** — * 

virus, dont le genome comprend une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
35 SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , 

SEQ ID N08, SEQ ID N09 , leurs sequences complementaires, 
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et leurs sequences equivalentes, notamment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 
monomeres contigus, au moins 50 % et preferentiellement au 
moins 70 % d* homologie avec une sequence nucleotidique 
5 choisie panrti SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06 r SEQ ID N07 , 

SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs sequences 

complementaires, et un second agent pathogene et/ou 
infectant, dont le genome comprend une sequence 

10 nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, et 
SEQ ID N012, leurs sequences complementaires, et leurs 
sequences equivalentes, notamment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 
monomeres contigus, au moins 70 % et preferentiellement au 

15 moins 90 % d 1 homologie avec une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, et SEQ ID N012, et 
leurs sequences complementaires. 

4/ Procede de detection d'un premier agent 
pathogene et/ou infectant, et/ou d f un second agent 

20 pathogene et/ou infectant, associes & la sclerose en 
plaques, caracterise en ce qu'on met en oeuvre au moins un 
fragment nucleique, a savoir un premier fragment dont la 
sequence nucleotidique comprend une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 

25 SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, 

SEQ ID N08, SEQ ID N09, leurs sequences complementaires, 
et leurs sequences equivalentes, notammment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 
monomeres contigus, au moins 50 % et de preference au 

30 moins 70 % d' homologie avec une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
SEQ ID N04, SEQ ID N05 f SEQ ID N06, SEQ ID N07, 

SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs sequences 

complementaires, et/ou un second fragment dont la sequence 

35 nucleotidique comprend une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, leurs 



WO 95/21256 £ £ PCT/FR95/00142 



69 

sequences complementaires, et leurs sequences 
equivalentes, notammment les sequences nuclfeotidiques 
presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus, au 
moins 70 % et de preference au moins 90 % d'homologie avec 
5 une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, 
SEQ ID N011, SEQ ID N012, et leurs sequences 
complementaires, chacun desdits fragments etant notamment 
une sonde. 

5/ Composition diagnostique, prophylactique ou 
.10 therapeutique, caracterisee en ce quelle comprend au 
moins un fragment nucleique, a savoir un premier fragment 
nucleique dont la sequence nucleotidique comprend une 
sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01, 
SEQ ID N02, SEQ ID N03 , SEQ ID N04, SEQ ID N05, 

15 SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09, leurs 
sequences complementaires, et leurs sequences 
equivalentes, notammment les sequences nucieotidiques 
presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus, au 
moins 50 % et de preference au moins 70 % d'homologie avec 
20 une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01 f 
SEQ ID N02, SEQ ID N03 , SEQ ID N04, SEQ ID N05, < 

SEQ ID N06, SEQ ID N07 f SEQ ID N08, SEQ ID N09 , et leurs 
sequences complement a ires, et/ou un second fragment 
nucleique dont la sequence nucleotidique comprend une 
25 sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, 
SEQ ID N011, SEQ ID N012, leurs sequences complementaires, 
et leurs sequences equivalentes, notammment les sequences 
nucieotidiques presentant, pour toute suite de 100 
monomeres contigus, au moins 70 % et de preference au 
30 moins 90 % d'homologie avec une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, et 

t «iive camionroc nomnl eTnentaires . 

J- w wb*. «-» — ' — *. ■ 

6/ Procede pour detecter et/ou identifier une 
association d' agents pathologiques et/ou infectants, 
35 associes a la sclerose en plaques, dans un echantillon 
biologique, caracterise en ce qu'on met en contact un ARN 
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et/ou un ADN presume appartenir a au moins undit agent 
pathologique et/ou infectant, et/ou leur ARN et/ou ADN 
complement a ire, avec une composition comprenant un premier 
fragment nucleotidique et un second fragment 

5 nucleotidique, la sequence nucleotidique dudit premier 
fragment comprenant une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03 , SEQ ID N04, 
SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08, 

SEQ ID N09, leurs sequences complementaires, et leurs 

10 sequences equivalentes, notammment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 
monomeres contigus, au moins 50 % et de preference au 
moins 70 % d'homologie avec une sequence nucleotidique 5 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 

15 SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, 

SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs sequences 

complementaires, et la sequence nucleotidique dudit second 
fragment comprenant une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, leurs 

20 sequences complementaires, et leurs sequences 
equivalentes, notammment les sequences nuclfeotidiques 
presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus, au 
moins 70 % et de preference au moins 90 % d'homologie avec 
une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, 

25 SEQ ID N011, SEQ ID N012, et leurs sequences 

complementaires . 

7/ Procede de detection dans un echantillon 
biologique d'un premier agent pathologique et/ou 
infectant, et/ou d'un second agent pathologique et/ou 

30 infectant, associes a la sclerose en plaques, caracterise 
en ce qu'on met en oeuvre ane composition comprenant un 
ivnentide code de maniere oartielle ou totale 

X~~" *■ *» " 

par le premier fragment nucleotidique dfefini a la 
revendication 4, et/ou un second polypeptide code de 
35 maniere partielle ou totale par le deuxieme fragment 
nucleotidique defini a la revendication 4. 
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8/ Composition diagnostique, prophylactique ou 
therapeutique, caracterisee en ce qu'elle comprend le 
premier polypeptide et/ou le second polypeptide, dSfinis a 
la revendication 7. 
5 9/ Composition diagnostique, prophylactique ou 

therapeutique, caracterisee en ce qu'elle comprend un 
premier ligand, notamment anticorps, specif ique du premier 
polypeptide, et/ou un second ligand, notamment anticorps, 
specif ique du second polypeptide, lesdits premier et 
10 second polypeptides etant definis a la revendication 7. 

10/ Lignee cellulaire, denommee PLI-2, telle que 
deposee le 22.07.1992, aupres de I'ECACC sous le numero 
d'acces 92072201, ou toute lignee cellulaire derivfee, ou 
toute progeniture de cette lignee, pour autant que ces 
15 lignfees et prog§nitures soient capables de produire un 
anticorps obtenu a partir de la dite lignee PLI-2, ou tout 
autre anticorps presentant une reaction immunologique 
croisee avec ledit anticorps. 

XI/ Souche virale, d§nomm§e POL- 2 telle que 
20 depos§e le 22.07.1992, aupres de I'ECACC sous le num§ro 
d'acc&s V92072202, ou toute souche deriv^e, ou toute 
progeniture de cette souche, pour autant que ces souches 
et prog§nitures soient capables de produire un antigene 
obtenu a partir de la dite souche POL-2, ou tout autre 
25 antigene presentant une reaction immunologique crois&e 
avec ledit antigene. 

12/ Lignee cellulaire, denommee LM7PC, telle que 
deposee le 08.01.1993, aupres de I'ECACC sous le numSro 
d'acces 93010817, ou toute lignee cellulaire derivSe, ou 
30 toute progeniture de cette lignee, pour autant que ces 
lignies et progenitures soient capables de produire un 
anticorps obtenu a partir de la dite lign«e LM7PC, cu tout 
autre anticorps prfesentant une reaction immunologigue 
croisee avec ledit anticorps. 
35 13/ souche virale, denommee MS7PG, telle que 

deposee le 08.01.1993, aupres de I'ECACC sous le humSro 
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d'acces V93010816, ou toute souche derivee, ou toute 
progeniture de cette souche, pour autant que ces souches 
et progenitures soient capables de .produire un antigene 
obtenu a partir de la dite souche MS7PG, ou tout autre 

5 antigene presentant une reaction immunologique croisee 
avec ledit antigene. 

14/ Materiel viral, a l'etat purifie ou isole, 
possedant une activite transcriptase inverse, associe 
une famille d« elements retroviraux endogenes, et associe"a 

10 la sclerose en plaques, issu d'une souche virale possedant 
une activite transcriptase inverse, choisie parmi l'une 
quelconque des souches des revendications 11 et 13, et les 
souches variantes consistant en des virus comprenant au 
moins un antigene qui est reconnu par au moins un 

15 anticorps dirige contre au moins un antigene correspondant 
de l'un ou 1' autre des virus des souches virales POL-2 et 

MS7PG precitees. 

15/ Materiel viral, a l'6tat purifie ou isole, 
possedant une activiti transcriptase inverse, associe a 
20 une famille d' elements retroviraux endogenes, associ§ a la 
sclerose en plaques, produit par l'une quelconque des. 
lignees cellulaires des revendications 10 et 12, ou par 
toute culture cellulaire infectee susceptible de produire 
un virus comprenant au moins un antigene qui est reconnu 
25 par au moins un anticorps dirige contre au moins un 
antigene correspondant de l'un ou 1' autre des virus 
produits par les lignees PLI-2 et LM7PC precitees. 

16/ Mat§riel viral caracterise en ce que son 
genome comprend une sequence nucleotidique choisie parmi 
30 SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, 

SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID *08, 

SEQ ID MUy , leurs seyucuvcs , 

sequences equivalentes, notamment les sequences 
nucl§otidiques presentant, pour toute suite de 100 
35 monomeres contigus, au moins 50 % et preferentiellement au 
moins 70 % d'homologie avec une sequence nucleotidique 
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choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, 

SEQ ID NOB, SEQ ID N09 , et leurs sequences 

complementaires. 
5 17/ Materiel retroviral, associe a la sclerose en 

plaques, caracterise en ce que le gene pol de son genome 
comprend une sequence nucleotidique equivalente avec, et 
notamment presentant au moins 50 % dMiomologie, de 
preference au moins 65% d'homologie avec une sequence 
10 nucleotidique appartenant au gene pol du genome du 
retrovirus ERV-9 ou HSERV-9. 

18/ Materiel retroviral associe a la sclerose en 
plaques, caracterise en ce que le gene pol de son genome 
code pour une sequence peptidique presentant au moins 
15 50 % f et de preference au moins 70 % d'homologie avec une 
sequence peptidique codee par le gene pol du genome du 
retrovirus ERV-9 ou HSERV-9. 

19/ Materiel retroviral associe a la sclerose en 
plaques, caracterise en ce que le gene pol de son genome 
20 code pour une sequence peptidique presentant, pour toute 
suite contigue d'au moins 30 acides amines, au moins 50 %. 
et de preference au moins 70 % d'homologie avec une 
sequence peptidique codee par une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
25 SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, 

SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs sequences 

complementaires. 

2 0/ Fragment nucleotidique, dont la sequence 
nucleotidique comprend une sequence nucleotidique choisie 
30 parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, 
SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID NOB, 
i _ - r~r*™r^~[ S™on<-= i r-oc «»-h leurs 

Sb'Q XL) NUa , J.I3UX& acyuciiuci. -'""'t--^ w "" — ' 

sequences equivalentes, notamment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 
35 monomeres contigus, au moins 50%, et de preference au 
moins 70% d'homologie, avec une sequence choisie parmi 
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SEQ ID NOl, SEQ ID N02, SEQ ID N03 , SEQ ID N04 , 

SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08 , 

SEQ ID N09, et leurs sequences complementaires . 

21/ Amorce specif ique pour 1 1 amplification par 
5 polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un materiel viral 
selon l'une quelconque des revendications 14 a 19, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence 
nucleotidique identique ou equivalente a au moins une 
partie de la s§quence nucleotidique d'un fragment selon la 
.10 revendication 20, notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au 
moins 70% d'homologie avec au moins une partie dudit 
fragment. 

22/ Amorce selon la revendication 21, 

15 caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence 
nucleotidique choisie parmi SEQ ID N016, SEQ ID N017, 
SEQ ID N018, SEQ ID N019, SEQ ID N020, SEQ ID N021, 
SEQ ID N022, SEQ ID N023 , SEQ ID N024, SEQ ID N025, 
SEQ ID N026, SEQ ID N031, SEQ ID N032, SEQ ID N033, et 

20 leurs sequences coropl&nentaires. 

23/ Sonde susceptible de s'hybrider 

spfecifiquement avec un ARN ou un ADN d'un materiel viral 
selon l'une quelconque des revendications 14 & 19, 
caractferisfee ce qu'elle comprend une sequence 

25 nucleotidique identique ou equivalente a au moins une 
partie de la sequence nucleotidique d'un fragment selon la 
revendication 20, notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au 
moins 70% d'homologie avec au moins une partie dudit 

30 fragment. 

24/ Sonde selon la revendication 23, caracterisee 

nucleotidicrue choxsie 
paoii SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05 , SEQ ID N06, 
SEQ ID N07, SEQ ID N016, SEQ ID N017 , SEQ ID N018, 
35 SEQ ID N019, SEQ ID N020, SEQ ID N021, SEQ ID N022, 
SEQ ID N023, SEQ ID N024, SEQ ID N025, SEQ ID N026, 
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SEQ ID N031, SEQ ID N032, SEQ ID N033, et leurs sequences 
complementaires . 

25/ Utilisation d'une sonde selon la 
revendication 23 ou 24, ou d'une amorce selon la 
5 revendication 21 ou 22, pour detecter, separer, ou 
identifier, dans un echantillon biologique, un materiel 
viral selon l'une quelconque des revendications 14 a 19. 

2 6/ Proced§ pour detecter, separer, ou 
identifier, dans un Echantillon biologique, le mat€tiel 
10 viral selon l'une des revendications 14 a 19, caracteris€ 
en ce qu'on met en contact un ARN et/ou un ADN pr6sum§ 
appartenir audit virus, et/ou leur ADN et/ou ARN 
complementaires, avec au moins une sonde selon la 
revendication 24. 
15 27/ Proc§d6 selon la revendication 26 caracterise 

en ce que, avant de mettre en contact l'ARN et/ou l'ADN ou 
leur ADN et/ou ARN complementaire, avec la sonde, on 
hybride ledit ARN et/ou ledit ADN avec au moins une amorce 
d' amplification selon la revendication 22, et on amplifie 
20 ledit ARN et/ou ADN. 

28/ ProcSd6 pour quantifier, dans un fechantillon 
biologique, 1* expression d'un materiel viral, associ6 a la 
sclerose en plaques, selon l'une des revendications 14 a 
19, caracterise en ce qu'on met en contact un ARN et/ou un 
25 ADN specifique audit virus et/ou leur ADN et/ou ARN 
complementaires, avec au moins une sonde selon la 
revendication 24, eventuellement on amplifie et on detecte 
ledit ARN et/ou ADN. 

29/ Agent pathogene et/ou infectant, a l'fetat 
30 purifie ou isole, different du materiel viral selon l'une 
des revendications 14 a 19, associe a la sclerose en 

_ i i a i una crMirho virale nhrnKie narmi l'une 

pXO^UCa/ J-SSOM V* ww*-w-*- - — — A. 

quelconque des souches des revendications 11 et 13, et les 
souches variantes consistant en des agents pathogenes 
35 et/ou infectants comprenant au moins un antigene qui est 
reconnu par au moins un anticorps dirig6 contre au moins 
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un antigSne correspondant de 1 1 un ou 1 1 autre des agents 
pathogenes et/cu infectants des souches virales POL-2 et 
MS7PG precitees, respect ivement differents de I'un ou 
1 1 autre materiel viral desdites souches. 

5 30/ Agent pathogene et/ou infectant, a l 1 etat 

purifie ou isole, different du materiel viral selon I'une 
des revendications 14 a 19, associe a la sclerose en 
plaques, produit par l'une quelconque des lignees 
cellulaires des revendications 10 et 12, et par toute 

10 culture cellulaire infectee susceptible de produire un 
agent pathogene et/ou infectant comprenant au moins un 
antigene qui est reconnu par au moins un anticorps dirigfe 
contre au moins un antigene correspondant de l'un ou 
1' autre des agents pathogenes et/ou infectants produits 

15 par les lign§es PLI-2 et LM7PC precitees, respectivement 
differents de 1'un ou 1' autre materiel viral desdites 
souches . 

31/ Agent pathogene et/ou infectant caracteris§ 
en ce qu'il comprend un acide nucleique comprenant une 

20 sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, 
SEQ ID N011, SEQ ID N012, leurs sequences complementaires v 
et leurs sequences equivalentes, notamment les sequences 
nucleotidiques, presentant au moins 70 % et 
preferentiellement au moins 90 % d'homologie avec une 

25 sequence nucleotidique comprenant une sequence choisie 
parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012 et leurs 
sequences complement a ires. 

32/ Fragment nucleotidique, caracterise en ce 
qu'il comprend une sequence nucleotidique choisie parmi 

30 SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, leurs sequences 
compl Omenta ires, et leurs sequences equivalentes, 

.^4- 1ac< e*£<"rti£knr*£»c rmr*l onf i ^ i rrii^Q nrpRpntanl" . nour 
nwuauuu&iib xwu — a * a l. 

toute suite de 100 monomeres contigus, au moins 70%, et de 
preference au moins 90% d'homologie, avec une sequence 
35 choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, et 
leurs sequences compl§mentaires. 
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33/ Amorce specif ique pour 1 'amplification par 
polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un agent pathogene 
et/ou infectant selon l'une quelconque des revendications 
29 a 31, caracterisee en ce quelle comprend une sequence 

5 nucleotidique identique ou equivalente a au moins une 
partie de la sequence nucleotidique d'un fragment selon la 
revindication 32, .notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au 
rooins 90% d'homologie avec au moins une partie -dudit 

10 fragment. 

34/ Amorce selon la revendication 33, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence 
nucleotidique choisie parmi SEQ ID N013, SEQ ID N014, 
SEQ ID N015, SEQ ID N027, SEQ ID N028, SEQ ID N029, 

15 SEQ ID N030, SEQ ID N034, SEQ ID N035, SEQ ID N036, 
SEQ ID N037, et leurs sequences complementaires. 

35/ Sonde susceptible de s'hybrider 

specif iquement avec un ARN ou un ADN d'un agent pathogdne 
et/ou infectant selon l*une quelconque des revendications 

20 29 a 31, caractiris§e ce qu'elle comprend une sequence 
nucleotidique identique ou equivalente a au moins une 
partie de la sequence nucleotidique d'un fragment selon la 
revendication 32, notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au 

25 moins 90% d'homologie avec au moins une partie dudit 
fragment • 

36/ Sonde selon la revendication 35, caracterisee 
en ce qu'elle comprend une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N013, SEQ ID N014, 
30 SEQ ID N015, SEQ ID N027 , SEQ ID N028, SEQ ID N029, 
SEQ ID N030, SEQ ID N034 , SEQ ID N035, SEQ ID N036, 

Ifiwenfaires. 

Sty XU I i o u xcui. »3 — — *"C — — ••• — • 

37/ Utilisation d'une sonde selon la 
revendication 35 ou 36, et/ou d'une amorce selon la 
35 revendication 33 ou 34, pour detecter et/ou identifier, 
dans un echantillon biologique, un agent pathologique 
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et/ou infectant selon l'une quelconque des revendications 
29 a 31. 

38/ Procede pour dfetecter, sfeparer ou identifier, 
dans un echantillon biologique, 1' agent pathogene et/ou 
5 infectant selon l'une guelconque des revendications 29 a 
31, caracterise en ce qu'on met en contact un ARN et/ou un 
ADN presume appartenir audit agent, et/ou leur ADN et/ou 
ARN complementaires, avec au moins une sonde selon la 
revendication 36. 
10 39/ Proced€ selon la revendication 38 caract§risS 

en ce que, avant de mettre en contact I'ARN et/ou 1 • ADN ou 
leur ADN et/ou ARN complementaire, avec la sonde, on 
hybride ledit ARN et/ou ledit ADN avec au moins une amorce 
d' amplification selon la revendication 34, et on amplifie 
15 ledit ARN et/ou ADN. 

40/ Proc€de pour quantifier, dans un echantillon 
biologique, 1' expression d'un agent infectant et/ou 
pathogene associe a la sclerose en plaques, selon l'une 
quelconque des revendications 29 a 31, caract£ris§ en ce 
20 qu'on met en contact un ARN et/ou un ADN specif igue audit 
agent et/ou leur ADN et/ou ARN complementaires, avec au 
moins une sonde selon la revendication 36, et on amplifie 
ledit ARN et/ou ADN. 

41/ Composition diagnostique, prophylactique ou 
25 therapeutique, notamment pour inhiber 1 'expression d'au 
moins un agent pathogene et/ou infectant associe a la 
sclerose en plaques, • caracterisee en ce qu'elle comprend 
au moins une sonde selon la revendication 23 ou 24, ou une 
sonde selon la revendication 35 ou 36, et/ou au moins une 
30 amorce selon la revendication 21 ou 22 ou une amorce selon 
la revendication 33 ou 34. 

42/ ARN ou ADN, et notamment vecteur de 
replication, comprenant un fragment selon la revendication 
20 et/ou un fragment selon la revendication 32. 
35 43/ Polypeptide, ayant au moins 5, et de 

preference 10 acides amines, code par toute sequence 
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nucleotidique du genome d'un agent pathogene et/ou 
infectant associe a la sclerose en plaques, caract§ris6 en 
ce qu'il est code par au moins une partie d'un fragment 
nucleotidique selon la revendication 20 ou d'un fragment 
5 nucleotidique selon la revendication 32. 

44/ Composition diagnostique, et/ou therapeutique 
et/ou prophylactique, caracterisee en ce qu'elle comprend 
au moins un polypeptide selon la revendication 43. 

45/ Composition diagnostique, et/ou 

.10 therapeutique, et/ou prophylactique, caracterisee en ce 
qu'elle comprend un ligand, notamment anticorps, 
specif ique d'au moins un polypeptide selon la 
revendication 43. 
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pol am TGGft&AGICT TODOOGQG OKIGRRQX TKKBOGIGC PGFIGCOGGk. 50 
pol SEHH TOOOQXTRT TOSKIGOT OCTOCIGGOC TCC 93 

S£0 AO A/0 



WO 95/21256 



Consensus 
Consensus 



Consensus 
Consensus 



PCT/FR95/00142 



2/18 

FIG 2 

GITiaQ3SAT ANDOCICATC TCTTIQ3ICA GGT7CIQGX CAAGATCEAG 50 
QOCACTICIC AGGTOCAGaJ ACTCIGTYOC TICAG 85 

S£0 ID N03 

GTICAQ3GAT AGCOCOCATC 1A1TIG33ZA QQCACI3GCT C»A!IACT1GA. 50 
GOCAGXTCIC AIACCT93AC AYTCITOTOC TTOQST 86 

//? A/04 



Consensus 
Consensus 



Gl'ICARRGAT AQCOOCCATC 7STTIGQGCW EGYA3T&GCC CAAGACTIGA. 
GYCAATTCTC AmCCTOGAC ACTCT1GTOC TIYF5G 85 

S£tf 7/> A/05 



50 



Consensus 
Consensus 



GnCAGQSVT AGCIUXKXC TMT1UULT U&^TAAOC.CGAGACTBA. 50 
GOCaGTTCTY A3a03IQ3AC ACTCTIGTCC TTTQ3 85 

StQ ID NO 6 



Consensus G'1U T10 X » C XJUSJL'rim R3A3MOCY Ca aCiMLTm GYCWRGYaYT 

Consensus RRCXORAKAY YTKRGYCAVT TCTZAKKfSY PGS^AYTCIB KXCCTTXFGT 

Consensus TOVTOGATGA. C 

S£0 /Z) A/07 
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FIG 3 
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CONSENSUS A F IG 4 

GTTTAGGGATAGCCC TCATCTCTTTGGTCA GGTACTGGCCCAAGA TCTAGGCCACTTCTC 60 
V . G . P S S L W S G T G P R S R P u L L 
F R D S P H L F G Q V L A Q- D L G H F S 
LGIAL ISLV.R YWPKI . ATSQ 

AGGT CCAGGCACTCT GTTCCTTCAG 85 
RSRHS VP. S 
GP GTL FLQ 
V Q A L C S F 

CONSENSUS B 

GTTCAGGGATAGCCC CCATCTATTTGGCCA GGCACTAGCTCAATA CTTGAGCCAGTTCTC 60 
VQG.P PSIWP GTSSI LEPVL 
F R D S P H L F G Q A L A Q Y I S Q F S 
SGIAP IYLAR H.LNT .ASSH 

ATACCTGGACACTCT TGTCCTTCGGT 86 
IPGHS CPS 
YLDTL VLR 
TWT LLSFG 

CONSENSUS C 

GTTCAGGGATAGCCC CCATCTATTTGGCCA GGCATTAGCCCAAGA CTTGAGTCAATTCTC 60 
VQG.P PSIWP GISPR LESIL 
F R D S P H L F G Q A L A Q D L S Q F S 
SGIAP IYLAR H.PKT .VNSH 

ATACCTGGACACTCT TGTCCTTCAG 85 
IPGHS CPS 
YLDTL V L Q 
T W T L L S F 

CONSENSUS D 

GTTCAGGGATAGCTC CCATCTATTTGGCCT GGCATTAACCCGAGA CTTAAGCCAGTTCTC 6G 
VQG.L PSIWP GINPR LKPVL 
FRDSS HLFGL ALTRD L SQFS 
SGIAP IYLAW H.PET .A SSH 



ATACCTGGACACTCT TGTCCTTTGG 
IRGHS CPL 
Y VDTL VLW 
T W T L L S F 
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FIGS 

Cmsensus TIG»TOCAG TCYTCOZACA GC330C3CTC=A GXTA.1CQGG TOCAGTIQCC 50 
Consensus G^TOCXDSDC TATSGXTCT AOGTOGMGA OCISTIGAAG CTCGAG 96 

5£Q //) A/D// 
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FIGS 

cAftoxRCir wj^octt Aircriraac josocigtc ccn^ssr 

TTOCftAWXA AAG3dCaQC TCTOCICftCA UOTfiQQGT 
•ng^RMTIMC AGQG30CICA GIGK3GM0G TKIOCfiGOCT 

^330093TT ATDCICATOC CAAAROOCIA ABOCMCBA GM33GHOCT 
TOGCRTCMC MCTTICIGC: GGAAMCAAG ATiaTMGT aCAROCAAAA 
^gOCRQO: JOTMMftCA CmXmftGS AWOCfiffA MXftMSOC 
TSflnRGBA GKIQSfiCROC TJVftJOQ^fiG GCITTOCRGS 

Gagraraa: aaaxocas ra riutf ar gxmo>ggs eafigarnr 

CTTT?l3KI03 CSOCRAAAA ACMSGAKiaS CICISOSRGT OCTiaCKCfiG 
GT00GRG3GA IGRQCTIQCA AQOOGTOQCA TOGCIGRMCft. AQSRRKTKA 
TCIBGIGGCA- M0a»nG3C CJOfflNSTlT GN39CftG!raG 
CBGXCINSGT MOGRMCA. GraRfiMflSA AGMCnNCT 
GEGIG30T CICKIGKIGT CK3CT333A H&SMStCr? 

GflSSnGIO^ GRCRRD3CTT UOTMNIA TCRGX3C3A TTRCTIGMG 
MOCRGIGCr GOCTG09C JOTCCTQCftA C 

S£<2 A/^ 
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FIG9 

TCAGGGATAGCCCCCATCTATTTGGCCAGGCATTAGCGCAAGACTTGACTC 
^STACCTGGACACTOTCTCOTCAGTACATGGATGAmACriT 
CS^GTrCA^OCnGTGCCATCAAGC^C^^CTCTTAA 
rTTTCCTCACTACCTGTGfiCTACAAGGTTTCCAAACX^AAAGGCTCGGCrCT 
^SS^AGATACTNAGGGa/W^TTATCCAAAGGCAC^CAGG 

^^G^G^OGTATCCAGOCrATACTGGOTAT^m^ 
A^rcTAAAGCAACTAAGAGGGTTCCTTGGCATAACAGGTTTCTGCCGAAA 

A^TOC^ACASCOCMTAGCCAGACCATTATATA<^^ 
NffiAAACTO^GAAAGCCAATACCrATrTAGTAAGATGGACACCTACAGAA 
^^O^^^^AAOXAAGaXCAGTGmA^ 
^^IIS^GCMGATmrC^ATATGCCACAGAAAAAACAGG^ 
A^^CTAG^GTCCrTACGCAGGTCTCAGGGATGAGCn"GCAACCCGTGGT 

ATACCTGAGTAAGGAAATTGATGTAGTGGCAAAGGGTT 



SEO ID HO 6 



WO 95/21256 A A PCT/FR9S/00142 



m 

w 10/18 




WO 95/21256 Jfe PCT/FR95/00142 

11/18 



s : 6 ? 7 ? 

" " « -ra WStAJIOW OF *SKV-1 ML * W- " " 



P F A T T S 
* * * A 



80 



90 



100 



110 



120 



130 



140 



ISO 



160 



170 



180 



190 



200 



210 



Jj^lft^j _ E P " » F ^L^TWglATOT Of KSKV-1 WL * Ul A_A_*_*— * * * * 

MO 2(0 270 2«0 

220 230 240 250 # • 

sxo 3» »o s « 

• 4M 



390 M0 

W A 
370 




• * _ n M* «ac ami oai ins ocr as cxc 7joc tca gmb cms 



S10 



S20 530 



S40 



sso 



SCO 



S70 



«00 O0 €20. oo 



s«o 



S90 



cso 



CCO 



CIO 



4*0 



€90 



700 



710 



X r * T « * Lrl^orWlML* C M -, p » «— * — » » * 



_» r f * * 



7« 



770 



700 



790 



730 740 750 

•so ««o 



too 



•10 



•20 



•30 



•40 



670 



eeo 



890 



900 



910 



920 



930 



,40 950 W0 9T0 «0 «0 iOOO 

»U*I,WVll*A>** * ~ . . . m m m » > 

- - - , - > . T RAKSIATTty OF Itotor-J. rv* km * r< r 

— Amm l -*< ■ ^1 ^ " 

1080 



1010 



_A- 
1020 



1030 



1040 



10S0 



1060 



1070 



» L X V V * S .TWKSIATION OF KSKV-1 POL • |Al * * 



1090 



1100 



1110 



1120 



1130 



1140 



11S0 



* _ -r* r-r-r ftjUL GAG CC* CTC CTC WGX CTC CCC ACT TGT OCA ACT CTT 

AAC CAT TTA CTT AAN TAT CAG OCT CTA TTA CTT GAA CAG OCA Gn* CTC ^ ^ R T C A T L> 

* , " ^JL-JL-JL^a^T^TIci; OFKSl£-l POL - tAl_-_*_a_a_*_a_*_> 



AAA CCC 



F IG 11 SEO IB NO 1 



WO 95/21256 PCT/FR95/00142 

W 12/18 ^ 



10 20 30 40 

* * * * 

TGCAAGCTTCACCGC TTGCTGGATCTAGGC CTCAGTACCGGNGTC p |^ ^ 
50 60 70 80 90 

* 5EQ ID N0 12 

CCCCGCGOGCTGTAG TTCGATCTAGAAAGC GCCCGGAAACAOGCG 

100 110 120 130 

* * * * 

GGACCAAT3CGTCGC CASCTTGOGOGOCAG CGCCTCGTTGCCATT 

140 150 160 170 180 

* * * * * 

GCXX^GCGOCACGCC GATATCACCOGOCAT GGCGCCGGAGAGOGC 

190 200 210 220 

* * * * 

C3U3CAGAOCGQOQGC CAGOGGOQCA3TC7C AAOGCOGGOTO^ 

230 240 250 260 270 

* * * * * 

GAAOmrroQGGGGC GA1TOOCGCAOGAOC GOGATCCHOSTTOGA 

280 290 300 310 

* * * * 

GAGOCAGGOOCTCGC OU3CAAOT3GCACAG GTTCAQGTAAOOCTC 

320 330 340 350 360 

* * * * * * 

CT1CTO00GCAOCAA GftGCAGCftOGOQOST O^ T ll» U UX3UJli: 

370 380 390 400 

* * * * 

GTOGTOATTOCTGAT OCacaOCTCftQOOOC GAOGATOGGCITCAC 

410 420 430 440 450 

* * • * * 

GOCXTTOCXaDQOQC OTCXTIOTUSANCXX3 OUXAGOCX3GaAGGC 

460 470 480 490 

* * * * 

ATTOGOGAGATCGGT CAGOGOC3VAGGOQOC Om30C3flCTlTOGC 

500 510 520 530 540 

* * * * * 

GGCAGCCTTOACGGC ATCGTCGAGACGGAC ATTOCCATOGAOGAC 

550 560 570 580 

* * * * 

GGAATATTCGGAGTG GAGACGGAGGTGGAC GAAGCGCGGCGAATT 

590 600 610 620 630 

* * * * * 

CATCOGCGTATTGTA ACQGGTCACACCTTC CGC^(X1\TTCXX^ 

640 650 660 670 

* * * * 

ACGTGCCOGATTGAC CCGGAGCAACCCCGC ACGGCTCCGCGGGCA 

680 690 700 710 720 

* * * * * 

GTTATAATTTCGGCT TACGAATCAACGGGT TACCCCAGGGCGCTG 
730 740 



WO 95/21256 i^k PCT/FR95/00142 

13/ 1 8 



00 



•J"J"3- 'J'J-J 

< « *- a w 

< *3 co «4 



O «-l «-l 

S*g fc 

>| |k| 1*1*! 



^"5* 3* J^v*;? 

8-J"3-.'J"J-J 

"•s-j^-jm-j-j 

■•B-mx 

8- j>j j- J- J 



2 s« r i. r - u 

i V V V 



8-j"3-j-j-j-j 

s*»--T3-J"J-J-J 

b-j-j-jm-j-j 
"•rj-JM-.k 

g« |-\ I' 1° I 

7 < BOO H fc 
t« _ ^— w •—>*•-- •— — 

■n Q < r« c«_c» non ^.n 

O j- - — - 



J < J 



s«8*l a lJi*g.l 




0 8-] 



/J-JM-W 

- rj-mj 

8-J"3-J"J"J-J 

- Jl«rj* j-j 

a-8-J J-J"J-J-J 

b-j-j-jn-j-j 
s-rj-j-j-j-j 

-b« r u rj*J- 

i* rl * k u i 

™* • ■ »— w. \y \/ \/ 



s-rj-jM-jo 

s-J*0-J-J-J-J 

8-J J-J J°l 

s-i-rlrj-! 



Ej_ few 



.Bog 




a-B-J"3-J"J-J-J 

" 8-jO-j-j-j.j 

b*J"3-J"J"J-J 

s"8-j:3-j*J"W 

s-J"J-J"J"J-J 



s-rj 

8-8- I" J< . . 



L I 



Q) U4 



WO 95/21256 PCT/FR95/00142 

H/18 



*A. A A A 

'" Is 



. ._ . . .. 

s- a- rj* i J" J« 

8* "J- J J" J- 

i" r j. rj- l i 

li* 1" J" J- 1 
" s-j-j-j-j-j-j 

i* j* 3- j" j- j 

8*J"3-J"J-J*J 

»-J"J-J\l-J-J 

< « U Q Q « 
DO 6* 

i j o i J J < j 



5 8*J J»J J-J-J 

rM 3-J J-J-J 

Km r 



O ' 



r l 1 

8-r3»j"j-j-j 
s-rir j-j-j 

ri-rl rj- u 

8* VL V io i- i 

g*7 7«7 7 > 7o7 



o * 



«" lO- i - J fc J- 1 

•8"J->J"J*J-J 
8-J"J.J"J-J-J 

s*j"3-j*j-j>j 
i"1=j"j j j 
«*j*3-j"j-j 
.^•j-J-j-j-j 

^J'l-J'J-J- 

S" So i-\ l« l> I . 

, C> Q H fe 

P<-4«n ci ciQn M ci fo 

< J J SB j j J 96 J 



in 



o * 



8 

1°-° ~ K - 0 

°B Be.!' 



< j 



I SB I ,1 



°3 



JO R ? go| 

s-r3-j°j-j-J 
8 -s-r3-j°j-j-j 

§o r l r i- l i 

fH>J w J%H 




Sol* 4 ! i°i>i p 



CN 

in 



S'B-J-J-J-J-J-J 

s-j'3-rj-j^j 

r^-J^rJ-J-J 
8-jO-J'J-J-J 

8-j0-J"J'J-J 

r i- l 



- j1-j k j-j-j 
s-j"3-j"j-j-j 

6- 10' l"J"J-J 



e ♦ 

s 



o ♦ 



o * 

o 



»-j1-j:j-j-j 



o Jo: 



o ♦ 

OA 



0) «M 



i'B'J'J-J'J'J- 

< A o, t o ffl t 



lo I" W u 

V V V v 



r1x r i° u i 

CO JQ O 

8" r l ■ » u 

»>J.J 



in 



o 



WO 95/21256 



15/18 



PCT/FR95/00142 



«2 

tl_ 



»"J"J-J"J-J>J 

8-J^J"J*J-J 

B-J0J"J-J-J 
8* J"}- j* j- J- J 

8"J"ij"J-J 

8 c i*\ r u 



O * 



< _« O , O W fa 

~ 

pen cs <s n©*o* oa 

J J J J J K t 




8"J"3-J\I"J»j 
8-J"3-J"J*J-J 

a .B-r}.j"j-j-j 

- 8"J"}-J"J-J". 



6-, 

8-J" 
8-J" 

f 



!•<• 

to A 



>. 



j- j- j 



8- I- 



r> l i 



8-J"3-J°J-J-J 



1- !° U l*>J«J 



. . _ r > 1. 1 
• §< rl r > l i 

B.V^ VI.'! "I 

S"j fc 3-j"j-j-j 



WO 95/21256 



16/16 



PCT7FR95/00142 



u 



o 



hi. 



I 

CO 



< 

I 

CO 



WO 95/21256 



17/18 



PCIYFR95/00J42 



FIG15 | 2 3 4 & 6 * 2 3 




>- 

Ul 
CO 
X 



500 
1000 
1500 
2000 
2500 
3000 
3500 























































































1 . , 


- 











FIG 18 MSRV-1 pol * 
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w BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL — 
RECOGNITION OP THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS 
POR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE • 



INTERNATIONAL FORM 



TO 



l_ 



Bicneriei:: SA 
Chemin de forms 

L'etoile 

France 

NAME AND ADDRESS 

OF DEPOSITOR | 



RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
issued pursuant to Rule 7*1 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



I. IDENTIFICATION OF. THE MICROORGANISM 



Identification reference given by the 
DEPOSITORS 



PU-2 



Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY A U T HORI T Y * 

920/2201 



II. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXOKOKIC DESIGNATION 



The microorganism identified under I above 
I ^ I a scientific description 
I I a proposed taxonomic designation 
(Hark with a cross where applicable) 



was accompanied byt 



III. RECEIPT AND 



This International Depositary Authority accepts the microorganism identified under I above* 
which was received by it on 22.07.92 (date of the original deposit) 1 



IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 

The microorganism identified under I above was received by this International 

Depositary Authority on (date of the original deposit) and 

a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty 

was received by it on (date of receipt of request for conversion) 

V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Dr Alan Dcyle 
BCAOC 
FHLSCAMR 

Adaressrpoptxxi DcWTl 



Slgnature(s) of person(s) having the power 
to represent the International Depositary 
Authority or of ^authorised offlcial(s): 

9th Decenberpr992 



Where Rule 6.4(d) applies* such date is the date on which the status of international depositary 
authority was acquired. 



Form bp/4 (sole page) 



of/A/ix/12 
page 2 4 




3UDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL 
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS 
FOk Triii PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



INTERNATIONAL FORM 



f» . . n 



VIABILITY STATEMENT 



BiaiBrieux SA _ 

Qiendn de L'ome issued pursuant to Rule 10.2 by the 

69280 Marty L'etoile international depositary authority 

p^axe Identified pn the following page 



NAME AND ADDRESS OF THE PARTY 
TO WHOM THE VIABILITY STATEMENT 

IS issued 



FY j 



I. DEPOSITOR 


II. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Names BiansrietK SA 

Address: Qisnin de L'orroe 

69080 Marry L'etaile 
France 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

92072201 

Date of the deposit or of the transfers 
22nl July, 1992 


III. VIABILITY STATEMENT 


The viability of the microorganism identified under II above was tested 

on 22nd July, 1992 2 . On that date, the said microorganism was 
PH viable 


I no longer viable 





Indicate the date of the original deposit or, where a new deposit or a transfer has been 
made, the most recent relevant date (date of the new deposit or date of the transfer). 

In the cases referred to in Rule 10.2(a) (11) and (iii) , refer to the most recent viability 
test. 

Mark with a cross the applicable box. 



Form BP/9 (first page) 



DP/A/H/L2 
Page 25 



IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED 



INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: 



Dr. Alan Doyle f Curator, ECACC 
Address : 

PHLS Centre for Applied Microbiology & Research 
Forton Dawn, Salisbury, Wilts. SW OJG, U.K. 



Signature (s) of person (s) havina the power 
to represent the Interna clonal Depositary 
Authority or of authorized official(s): 



Date: 



9th Decentxr7"T992 



4 Fill in if the information has been requested and if the results of the test were neoative. 



Form BP/9 (second and last page) 
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Interne U Application No 

PCWk 95/00142 



lpcT^M5/8 M cm/08 C12N7/00 C12Q1/68 ~A61K31/70 
*ci^^/7fi <MlM3/68 CQ7K14/15 C07K7/06 A61K39/21 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C07K C12N 



Documentation 



warched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted dunng the intemauonal search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO, A, 93 20188 (BIO MERIEUX) 14 October 
1993 

cited in the application 
see the whole document 
cited in the application 

AIDS RESEARCH AND HUMAN RETROVIRUSES, 
vol.8, no. 5, May 1992 
page 922 

H. PERRON ET AL 'Retrovirus isolation 
from patients with multiple sclerosis: 
epi phenomenon or causative factor ?' 
see abstract 

-/~ 



1,2,30 

10,11 

1-45 



11 



Further documents arc listed in the continuation of box C. 



Patent family members arc listed in annex. 



• Special categories of cited documents : 

'A* document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
*E" earlier document but published on or after the international 

filing date 

•I ' document which may throw doubts on priority datmfs) or 
which is cited to establish the publication date of another 
dution or other special reason (as specified) 

•O* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

•P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T later document published after the tntcmaiional filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
ated to undentand the principle or theory underlying the 
invention 

*X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document 11 taken alone 

*Y* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



rt... «r »k» ootiiai rnmnietion of the international search 
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Date of mailing of the international search report 
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